Presenza di Clostridium spp. nel latte destinato alla produzione di Pecorino Toscano by PERO, SANDRA
 UNIVERSITÀ DI PISA 
 
Dipartimento di Scienze Agrarie, Alimentari e Agro-ambientali 
Corso di laurea magistrale in Biosicurezza e Qualità degli Alimenti 
 
 
 
Presenza di Clostridium spp. nel latte 
destinato alla produzione di Pecorino 
Toscano  
 
 
Candidata: 
Sandra Pero 
Relatori:  
Chiar.mo Prof. Domenico Cerri 
Dott.ssa Fabiola Giannerini 
 
 
 Correlatore: 
Dott.ssa Roberta Nuvoloni 
  
 
Anno accademico 2015-2016 
  
2 
 
 
INTRODUZIONE ................................................................................................... 3 
 
PRIMA PARTE: ANALISI COMPILATIVA 
1. Pecorino Toscano DOP ..................................................................................... . 5 
1.1 Descrizione sintetica della tecnologia di produzione ...................................................... . 10 
2. Il genere Clostridium................  ........................................................................13 
2.1 Clostridi butirrici ............................................................................................................. . 20 
3. Inquinamento del latte da clostridi..      ..........................................................25 
3.1 Inquinamento del latte ovino da clostridi  ....................................................................... . 31 
4. Gonfiore tardivo nei formaggi ........................................................................  40 
5. Metodi di enumerazione ed identificazione dei clostridi nei prodotti lattiero-
caseari.....................................................................................................................46 
5.1 Terreni per la coltivazione dei clostridi ........................................................................... . 46 
5.2 Tecniche di enumerazione dei clostridi ........................................................................... . 49 
5.3 Metodiche per l'identificazione dei clostridi ................................................................... . 54 
6. Metodi di controllo del gonfiore tardivo dei formaggi e risanamento ......... 58 
6.1 Metodi preventivi ............................................................................................................ . 58 
6.2 Metodi curativi ................................................................................................................ . 63 
    
SECONDA PARTE: ANALISI SPERIMENTALE 
Scopo della ricerca ...............................................................................................  73 
1.Materiali e metodi .............................................................................................  74 
Campioni ............................................................................................................................... . 74 
Enumerazione delle spore di clostridi lattato-fermentanti ..................................................... . 75 
Isolamento dei clostridi ......................................................................................................... . 77 
Identificazione delle specie clostridiche ................................................................................ . 77 
2.Risultati ..............................................................................................................  81 
3.Discussione e conclusioni ..................................................................................  95 
Bibliografia .......................................................................................................... 105 
3 
 
INTRODUZIONE 
 
I clostridi sono batteri Gram positivi, anaerobi e sporigeni, dal metabolismo di tipo 
fermentativo. Clostridium sporogenes, Clostridium butyricum, Clostridium 
tyrobutyricum e Clostridium beijerenckii, tutti facenti parte del gruppo dei clostridi 
butirrici, sono tra i maggiori responsabili della formazione del difetto di gonfiore 
tardivo dei formaggi. A partire dal lattato i clostridi butirrici riescono, infatti, a 
produrre gas, principalmente anidride carbonica e/o idrogeno, insieme ad acido 
butirrico. 
Il latte inquinato da spore clostridiche risulta, quindi, una materia prima dalla 
qualità compromessa, soprattutto perché le spore di questi microrganismi 
sopravvivono al processo di pastorizzazione del latte ed in seguito possono 
germinare, proliferare nella pasta del formaggio e causare il difetto del gonfiore 
tardivo. La proliferazione dei clostridi e la formazione di gas avvengono in genere 
durante la fase di stagionatura dei formaggi a pasta cotta e dura ed è influenzata da 
fattori quali concentrazione di acido lattico, concentrazione di sale, pH, tempi e 
temperature di stagionatura. 
Gli insilati di cattiva qualità somministrati agli animali rappresentano il principale 
veicolo di introduzione delle spore clostridiche in allevamento. 
Bactofugazione, salatura e utilizzo di additivi, quali il lisozima, sono ad oggi le 
strategie più frequentemente messe in atto per prevenire il gonfiore tardivo nei 
formaggi. 
Ad oggi, in Italia, la quasi totalità degli studi relativi alla contaminazione del latte 
da spore di Clostridium spp. riguarda il latte vaccino, mentre si può affermare che 
gli studi sul latte di pecora sono praticamente assenti, nonostante il problema del 
gonfiore tardivo sia stato segnalato anche nei formaggi pecorini. 
In Francia, il problema della contaminazione del latte di pecora da clostridi è 
diffuso, specialmente in alcune regioni, quali quelle del Roquefort e dei Pirenei 
atlantici, tant’è vero che per contenerne la diffusione è stato istituito un sistema che 
premia gli allevatori in base al numero di spore di Clostridium spp. presenti nel 
latte. Conseguentemente, gli allevatori sono stati incentivati ad adottare pratiche 
più adeguate per la gestione degli allevamenti, in modo tale da evitare 
l’inquinamento del latte. 
Anche in Spagna, il latte proveniente da pecore di razza Manchega, utilizzato per 
la produzione del formaggio Manchego, uno dei più noti formaggi spagnoli a 
denominazione di origine protetta, è stato oggetto di alcuni studi riguardanti la 
contaminazione da clostridi. 
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Lo scopo del presente lavoro di tesi è stato quello di enumerare le spore di clostridi 
lattato fermentanti in campioni di latte ovino destinato alla produzione di Pecorino 
Toscano nella provincia di Grosseto e di identificare alcune delle specie 
clostridiche maggiormente coinvolte nell’insorgenza del difetto di gonfiore tardivo. 
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PRIMA PARTE:  
ANALISI COMPILATIVA 
1. PECORINO TOSCANO DOP 
 
Il Pecorino Toscano è un formaggio a pasta tenera o semidura, prodotto 
esclusivamente con latte di pecora intero. 
La memoria dell’allevamento degli ovini in Toscana è documentata fin dalla civiltà 
etrusca; in seguito l’attività, con la relativa produzione di formaggi a base di latte 
di pecora, fu proseguita dai Romani: già Plinio il Vecchio lo cita nella sua 
monumentale Naturalis historia, XI, 241 alla produzione del Pecorino in Toscana: 
“numerosior Appennino: Cebanum hic e Liguria mittit ovium maxime lacte…, 
….Luniensem magnitudine conspicuum, quippe et ad singula milia pondo 
premitur”. 
Col nome di “cacio marzolino”, il Pecorino Toscano era conosciuto ed apprezzato 
anche in epoca medievale. 
Oggi il Pecorino Toscano è un formaggio DOP, ovvero un prodotto a 
Denominazione di Origine Protetta, avendo ottenuto il prestigioso riconoscimento 
dalla Commissione Europea nel 1996. 
Si tratta di un formaggio a pasta tenera (fresco) con un periodo di maturazione 
minimo di 20 giorni, o a pasta semidura (stagionato) con un periodo di 
maturazione minimo di 120 giorni prodotto esclusivamente con latte di pecora 
intero. 
La forma è cilindrica a facce piane con scalzo alto da 7 a 11 cm leggermente 
convesso e dal diametro variabile fra i 15 e i 22 cm; il peso di ogni forma può 
variare da 1 a 3.5 Kg. 
Il sapore va dal dolce al leggermente piccante, più accentuato nella versione 
stagionata, ma senza le note fortemente piccanti comuni a molti formaggi di 
pecora. 
La pasta si presenta di colore bianco o paglierino più o meno intenso e ha una 
consistenza tenera al tatto.  
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La crosta esterna è di colore giallo con varie tonalità fino al giallo carico, ma a 
seconda dei trattamenti subiti (pomodoro, cenere, olio) può anche presentarsi nera 
o rossastra. 
La marchiatura viene apposta sullo scalzo della forma, ad inchiostro sul formaggio 
a pasta tenera e a caldo sul formaggio a pasta semidura. 
Il Pecorino Toscano DOP è un formaggio sia da tavola che da grattugia, si 
conserva in modo ottimale in ambiente fresco ed umido. 
Per quanto riguarda la composizione chimica del Pecorino, la percentuale di grasso 
sulla sostanza secca è compresa tra il 45% per il prodotto fresco e il 40% per il 
prodotto stagionato, mentre l’azoto solubile varia sensibilmente durante la 
maturazione (Bizzarro et al., 1999), tale variabilità influenza il coefficiente di 
maturazione, che comunque si mantiene al di sotto del 30%, valore accettato per 
formaggi classificati di prima qualità (Tab 1). 
 
 PECORINO FRESCO PECORINO STAGIONATO 
Residuo secco 58.7 +/- 2.2 70.3 +/- 2.9 
Grasso 30.3 +/- 1.2 35.7 /- 2.5 
Proteine 22.0 +/- 1.1 27.4 +/-1.3 
NCN/N tot 16.8 +/- 4.4 25.6 +/- 1.6 
NPN/N tot 11.8 +/- 3.4 21.3 +/- 1.9 
Amminoacidi liberi  
(g/100g proteine) 
1.8 +/- 1.1 6.0 +/- 2.4 
Ceneri 4.1 +/- 0.3 4.7 +/- 0.3 
NaCl 1.6 +/- 0.3 1.9 +/- 0.3 
Lattosio 0.0 0.0 
Galattosio 0.6 0.0 
Tab.1: caratteristiche del Pecorino Toscano DOP maturo(%),(Bizzarro et al., 
1999). 
 
Il Pecorino Toscano è un formaggio a denominazione d’origine tutelata (DOP) 
(D.P.R. 30.10.1955, n. 1269), ciò significa che solo il formaggio prodotto, 
stagionato, confezionato e distribuito secondo le norme contenute nel Disciplinare 
di Produzione del Pecorino Toscano DOP può essere definito “Pecorino Toscano”. 
Il Pecorino Toscano ha ottenuto il primo riconoscimento nel 1986 da parte dello 
Stato Italiano, e in seguito, nel 1996, il riconoscimento da parte della Commissione 
Europea. 
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Il disciplinare di produzione è l’insieme delle indicazioni e/o prassi operative 
riconosciute a livello europeo a cui il produttore deve attenersi. Queste regole 
vengono stabilite dagli enti e dai produttori che valutano le domande di 
certificazione e definiscono i requisiti di qualità, garantendo così al consumatore 
l’eccellenza della materia prima e dei procedimenti di produzione, identificabili 
grazie all’utilizzo del marchio comunitario. 
La conformità alle regole è garantita da un organismo esterno di controllo, 
autorizzato dal Ministero delle Politiche Agricole, Alimentari e Forestali, dalla 
vigilanza del Consorzio di Tutela, che opera in sintonia con l’Istituto Centrale 
Repressione Frodi e gli altri enti pubblici di vigilanza. 
Il Consorzio per la Tutela del Pecorino Toscano DOP nasce il 27 febbraio 1985. 
Principale obiettivo del Consorzio è la tutela della produzione e del commercio del 
formaggio Pecorino Toscano DOP in accordo con le disposizioni legislative 
italiane, europee e con le convenzioni internazionali circa l’uso della 
Denominazione di Origine Protetta. 
Al Consorzio aderiscono 17 caseifici, che raccolgono oggi il latte di 845 allevatori. 
Di questi ultimi, 245 sono direttamente associati al Consorzio di Tutela del 
Pecorino Toscano DOP. 
La zona di produzione e di stagionatura comprende tutta la Toscana, i comuni 
umbri di Allerona e Castiglione del Lago e i comuni laziali di Acquapendente, 
Onano, San Lorenzo Nuovo, Grotte di Castro, Gradoli, Valentano, Farnese, Ischia 
di Castro, Montefiascone, Bolsena e Capodimonte. Le diverse condizioni 
climatiche e le tradizioni proprie di ogni territorio hanno fatto sì che i prodotti si 
sviluppassero secondo consuetudini locali. In questo modo, pur seguendo i casari 
le medesime linee guida nella produzione del Pecorino Toscano DOP, ci si trova di 
fronte ad una varietà di gusti ed aromi dovuti alle piccole, ma significative 
variazioni apportate in ogni singola zona di produzione. 
Per la produzione di Pecorino Toscano DOP viene utilizzato esclusivamente latte 
di pecora e gli animali sono alimentati al pascolo o con l’utilizzo di fieni 
prevalentemente di produzione artigianale e mangimi concentrati (Olivetti et al., 
1999). 
Le razze di pecora maggiormente impiegate per la produzione di latte destinate alla 
produzione di Pecorino Toscano sono: Sarda (68.6%), Comisana (8%), Massese 
(7.7%), Appenninica (1.9%), delle Langhe (0.6%), meticce (8.7%), polimeticce 
(8.7%) (Olivetti et al., 1999). 
8 
 
Il Pecorino viene prodotto tutto l’anno, con variazioni in funzione della tipica 
stagionalità della produzione del latte di pecora, che vede i parti concentrati 
soprattutto a fine autunno e a inizio anno, in modo da avere disponibilità di agnelli 
per il periodo natalizio e pasquale. 
Il formaggio Pecorino Toscano DOP si riconosce dal marchio di origine, 
prestabilito dall’art. 9 del Disciplinare di Produzione (Fig. 1), che viene impresso 
su ogni forma prima della sua immissione al consumo. 
La marchiatura avviene dopo aver controllato le forme una per una ed aver 
verificato che rispondano al 100% al Disciplinare di Produzione. 
Il marchio, della grandezza di 50 mm, viene apposto sullo scalzo della forma, ad 
inchiostro sul formaggio a pasta tenera ed a caldo su quello stagionato. Sulle 
porzioni preconfezionate la marchiatura viene effettuata su ogni singola 
confezione, purché avvenga nella zona di origine, se è confezionato fuori dalla 
zona di origine deve riportare il logo del caseificio o dello stagionatore.  
I confezionatori devono comunque stipulare una convenzione con il Consorzio di 
tutela incaricato della vigilanza, il cui testo, proposto dal Consorzio di tutela, viene 
autorizzato dal Ministero competente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1: marchio da apporre sulle forme o sulle confezioni di Pecorino Toscano 
DOP porzionato,(Disciplinare Pecorino Toscano). 
 
La prima cifra indica la tipologia a cui appartiene chi effettua l’immissione in 
commercio: da 1 a 3 caseifici; da 4 a 6 stagionatori; da 7 a 9 porzionatori residenti 
in zona. La seconda e la terza cifra identificano rispettivamente il numero del 
caseificio/stagionatore/porzionatore accreditato dall’organismo di controllo. 
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Nel marchio è presente il logo che rappresenta una P ed una T stilizzate, il nome 
Pecorino Toscano DOP ed una sigla che identifica il produttore, stagionatore o 
porzionatore che immette il prodotto sul mercato. 
Sulle forme o sulle confezioni di Pecorino Toscano è presente un’etichetta, 
autorizzata dal Consorzio di tutela incaricato della vigilanza. 
Nell’etichetta delle forme o delle confezioni di Pecorino Toscano viene riportato il 
nome “Pecorino Toscano DOP” o “Pecorino Toscano DOP stagionato”, il logo 
europeo della DOP (Fig. 2) ed il marchio a colori (Fig. 3). 
 
 
Fig.2: logo europeo della DOP                
(www.pecorinotoscanodop.it). 
Fig.3: marchio a colori del Pecorino 
Toscano (www.pecorinotoscanodop.it) 
 
La scritta Pecorino Toscano DOP o Pecorino Toscano DOP stagionato deve essere 
quella con maggior rilievo ed evidenza di tutte le altre riportate in etichetta sia in 
termini di dimensioni che di caratteri che di posizione. 
Il marchio a colori, come da art. 9, deve essere riportato una o più volte, nelle 
dimensioni minime di 15 mm. Può essere utilizzato nei colori sopra riportati (Fig. 
3) verde bandiera, bianco e rosso bandiera su sfondo giallo o ad un colore. 
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1.1 DESCRIZIONE SINTETICA DELLA TECNOLOGIA DI 
PRODUZIONE  
 
• Frequenza di raccolta del latte: 1 o 2 giorni. I refrigeratori aziendali 
contengono il latte di 4-5 mungiture (Olivetti at al., 1999). 
• Temperatura stoccaggio: refrigerazione  < 6° C. 
• Trattamento termico del latte: di solito pastorizzato, in rari casi termizzato 
(Neviani et al., 1998) (può essere fatto anche con latte crudo). 
• Innesto utilizzato: Colture miste di streptococchi termofili o lattococchi, 
soprattutto sotto forma di inoculo diretto in caldaia (Neviani et al., 1998), 
ottenuti di ceppi autoctoni isolati da latte e/o formaggi prodotti nel territorio 
della DOP. 
La modifica del disciplinare del 2004, cui il MiPAF ha concesso la protezione 
transitoria (DM 23 luglio 2004, in GU n. 192 del 2004), prevede che presso il 
Consorzio di Tutela sia conservata la ceppoteca dei fermenti selezionati dal latte 
ovino della zona delimitata, accompagnata dalle schede della caratterizzazione 
dei singoli ceppi. Tale ceppoteca potrà essere aggiornata periodicamente 
attraverso nuove ricerche validate dal Consorzio di Tutela e trasmesse al 
Ministero competente. Il consorzio fa controllare periodicamente che i ceppi che 
si trovano negli starter usati nei caseifici del Pecorino Toscano siano compresi 
tra quelli presenti nella ceppoteca. 
• Temperatura e tempo complessivo di coagulazione: temperatura compresa 
tra i 33° e i 38°C per ottenere la coagulazione del latte entro 20- 25 minuti. 
• Tipo di caglio usato: caglio di vitello in polvere, talvolta liquido. 
• Tipo di rottura del coagulo: La modalità di rottura del coagulo è uno dei 
parametri alla base della differenziazione tra formaggio fresco e stagionato. Il 
coagulo del primo è rotto in grani di dimensioni comprese tra la nocciola e il 
chicco di mais; quello del secondo è rotto più finemente per spurgare da subito 
più siero. Tale diversità nelle modalità della rottura può spiegare il differente 
limite di grasso sul secco previsto dal disciplinare, che risulta essere del 45% per 
il Pecorino Toscano fresco e del 40% per quello stagionato. 
• Riscaldamento della cagliata: La semicottura della cagliata a 40-42 °C, 
prevista come possibilità dal disciplinare, è una pratica oggi poco diffusa, 
retaggio di antiche usanze. 
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• Estrazione della cagliata: la lavorazione del latte è eseguita in vasche 
polivalenti e l’estrazione della cagliata avviene unitamente al siero. In funzione 
delle dimensioni e della meccanizzazione del caseificio l’estrazione si attua per 
caduta e distribuzione manuale della cagliata negli stampi, oppure con sistemi di 
pompaggio e porzionatura meccanizzata. 
• Spurgo del siero: Il disciplinare (sia del 1995 che del 2004) afferma che lo 
spurgo o sineresi va effettuato tramite pressatura manuale oppure con stufatura a 
vapore. La funzione della pressatura manuale, procedura ormai poco diffusa, è 
tuttavia complementare, non alternativa, a quella della stufatura a vapore. 
• Stufatura: serve a mantenere la condizioni ideali per la fermentazione lattica e 
impedire una formazione anticipata della crosta, che rallenterebbe lo spurgo. La 
stufatura viene condotta in cassoni chiusi di acciaio riscaldati per iniezione di 
vapore. La gestione della temperatura dell’aria nel cassone attraverso una sola o 
ripetute iniezioni di vapore, è in funzione del tipo di starter impiegato e della 
velocità di acidificazione desiderata. Durante tale fase i formaggi vengono 
comunque rigirati negli stampi . La durata della stufatura è molto variabile e 
tendenzialmente più lunga (anche fino a 10 ore) per i formaggi stagionati. La 
stufatura è realizzata anche in cella climatizzata e in tal caso si cerca di 
mantenere un’elevata temperatura dell’aria. L’uso della stufatura in cella non 
appare tuttavia correlato alla pressatura manuale, ma all’esigenza di rendere 
meno onerosa tale fase della produzione, soprattutto in aziende di dimensione 
medio grande. L’acidificazione della cagliata a pH pari a 5.0 nel caso di 
formaggio prodotto con starter termofilo, può essere completata in 3 ore circa 
dall’estrazione della cagliata dalla vasca polivalente. Se il produttore, soprattutto 
per i formaggi teneri, preferisce ricorrere al solo innesto mesofilo, le 
temperature per stufare la cagliata sono coerentemente ridotte, ma si cerca di 
non far scendere mai la temperatura del formaggio sotto i 32°C. 
• Salatura: la salatura a secco, una volta per faccia,  richiede mediamente circa 
32 ore, mentre la salatura in salamoia prevede l’immersione dei formaggi in 
salamoie al 17-19% di cloruro di sodio, pari a 15-17 gradi Baumè, a temperatura 
di 10-15°C per 10-36 ore (8 ore/Kg per il Pecorino tenero, 12-14 ore per quello 
semiduro). 
• Stagionatura: Le condizioni di stagionatura vedono in generale l’impiego di 
temperature che variano nel periodo di maturazione dai 5 ai 15 °C, con UR 
compresa tra 75 e 90%. La proteolisi risulta ovviamente più intensa nel prodotto 
stagionato, che presenta un indice di maturazione NCN/N totale pari a circa 25, 
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a fronte di un valore di 16.8 per il fresco. La quantità di amminoacidi liberi 
risulta più che triplicata nel Pecorino Toscano stagionato (Bizzaro et al., 1999). 
La durata della stagionatura è un altro parametro che differenzia le due tipologie 
di Pecorino Toscano: quello tenero prevede una stagionatura minima di 20 
giorni, quello a pasta semidura stagionato deve maturare per almeno 4 mesi. 
È possibile effettuare trattamenti superficiali del formaggio con antifungini 
come ad esempio con la natamicina. 
• Etichettatura e marchiatura: l'etichetta è cartacea e viene apposta su una 
faccia della forma. La marchiatura viene apposta sullo scalzo della forma, ad 
inchiostro sul formaggio a pasta tenera e a caldo sul formaggio a pasta semidura. 
Sulle porzioni preconfezionate la marchiatura viene effettuata sulla confezione, 
purché avvenga in zona di origine. 
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2. IL GENERE CLOSTRIDIUM 
 
Fig. 4: C.difficile (Bionews.com). 
 
Il genere Clostridium fu 
riconosciuto per la prima volta da 
Prazmowski nel 1880 (Balows et 
al., 1991). Questo genere contiene 
intorno alle cento specie 
(Stackebrandt et al., 1999) e 
appartiene dal punto di vista 
sistematico alla famiglia delle 
Bacillaceae.  
I microrganismi appartenenti al 
genere Clostridium sono bacilli
Gram-positivi, tuttavia alcune specie possono assumere una colorazione Gram-
variabile o addirittura presentarsi come Gram-negativi quando sottoposti alla 
colorazione di Gram (Jousimies et al., 2002). 
I clostridi hanno forma di bastoncino e sono mobili per flagelli peritrichi (Fig.4), 
eccetto C. perfringens che è immobile (Hippe et al., 1992), raramente risultano 
essere capsulati e sono sia catalasi che perossidasi negativi.  
All'interno del genere Clostridium è possibile individuare un gruppo di 
microrganismi solfito riduttori, che comprende quei clostridi in grado di ridurre i 
composti ossidati dello zolfo (solfiti) a solfuro, capacità evidenziata mediante 
l’utilizzo di terreni colturali contenenti citrato di ferro, che permettono di 
osservare la precipitazione del solfuro di ferro, che conferisce una colorazione 
nera alle colonie e al terreno circostante. 
A questo gruppo appartengono sia germi patogeni, quali C. perfringens, sia 
microorganismi apatogeni quali C. baratti, C. bifermentans, C. celatum, C. 
novyi, C. putrificum, C. paraputrificum, C. pasteurianum, C. roseum, C. 
ramosum, C. saccarolyticum, C. tertium (Oliver et al., 2005). 
Il genere Clostridium è molto eterogeneo riguardo alla tolleranza nei confronti 
dell’ossigeno, si annoverano infatti sia specie moderatamente aerotolleranti (C. 
aerotolerans, C. histolyticum, ecc.), che specie anaerobie obbligate (C. 
perfringens, C. haemolyticum, ecc.). 
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La temperatura ottimale di sviluppo si colloca tra i 36 ed i 40°C, anche se la 
capacità di moltiplicazione generalmente si arresta al di sotto dei 9°C (Ottaviani, 
1991). 
 La temperatura rappresenta inoltre un parametro fenotipico discriminante per 
differenziare le varie specie di clostridi, ad esempio alcuni ceppi di C. 
perfringens sono molto sensibili all’azione del calore. 
Caratteristica comune del 
genere Clostridium è la 
produzione di endospore 
(Fig. 5), non più di una per 
cellula, di forma ovoidale o 
sferica che possono 
deformare il soma batterico, 
e generalmente sono 
localizzate nella porzione 
terminale o subterminale 
(Balows et al., 1991). 
Fig. 5: Struttura di una spora clostridica (www.molecularlab.it). 
Le spore conferiscono ai clostridi la capacità di sopravvivere in condizioni 
avverse ed in particolare alla presenza di alte temperature e radiazioni, 
all’essiccamento ed alla presenza di composti battericidi.  
Tale resistenza delle spore quiescenti è dovuta alla presenza della tunica sporale, 
che funziona da barriera alla penetrazione di agenti esterni grazie alla presenza 
di proteine ad alto contenuto in zolfo (cistina e cisteina) e di legami peptidici 
incrociati dovuti all’elevato numero di ponti di zolfo (Ottaviani, 1991). 
Le spore batteriche non germinano spontaneamente, ma hanno bisogno di una 
qualche forma di attivazione, la più frequente risulta essere il trattamento 
termico a temperatura subletale.  
Esistono dei fattori che impediscono la germinazione delle spore, tra questi sono 
di particolare importanza l'acidità del mezzo (pH < 4.5-5), l'acqua libera (le 
spore non germinano a valori di aw < 0.94), un ambiente non strettamente 
anaerobio e la presenza di additivi. È infatti tramite l’applicazione combinata di 
questi fattori che si possono conservare a lungo termine anche gli alimenti a 
rischio (Elliot e Kaysner, 2009). 
La vulnerabilità di Clostridium ad agenti enzimatici, quali il lisozima, può 
realizzarsi solamente nella fase iniziale della germinazione delle spore, nel corso 
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della quale si ha la rottura di un’estremità della spora e la successiva comparsa 
di una propaggine, abbozzo di una nuova forma vegetativa. 
Diversità genetiche significative all’interno del genere Clostridium sono state 
rilevate mediante il sequenziamento del gene 16S rDNA e la costruzione di 
alberi filogenetici. Ciò ha permesso una più accurata distinzione delle specie 
all’interno di questo genere (Allen et al., 2003). 
Questi studi hanno portato alla suddivisione delle diverse specie di clostridi in 
cluster (Collins et al., 1994) (Fig. 6). In particolare, le specie di clostridi di 
rilevante interesse medico sono prevalentemente inserite nel cluster 1, che 
corrisponde al rRNA gruppo 1 di Johnson e Francis (Johnson e Francis, 1975). 
 
 
Fig. 6: clusters del genere Clostridium (Collins et al., 1994). 
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Le specie appartenenti ai cluster 1 e 2 stabiliti da Collins et al. (1994) sono 
indicate come Clostridium sensu stricto (Wiegel et al., 2006). All'interno di 
questo raggruppamento, Clostridium butyricum è considerata la specie cardine, 
dato che è stata la prima ad essere scoperta e classificata da Pasteur, 
originariamente nominata "vibrione butyrique" (Bahl e Dürre, 2001). In 
particolare, il gruppo sensu strictu comprende le specie neurotossigene 
Clostridium botulinum e Clostridium tetani e la specie patogena Clostridium 
perfringens, mentre il patogeno Clostridium difficile non rientra in questo 
gruppo (Wiegel et al., 2006). 
Il gruppo sensu stricto contiene anche un sottogruppo di batteri alteranti, 
raggruppati sulla base di un fenotipo comune e noti come clostridi butirrici 
(Butyri Acid Bacteria, BAB). Altro sottogruppo di sporigeni anaerobici di 
importanza per l'industria alimentare è quello dei clostridi solfito riduttori 
(Sulphite Reducing Clostridia, SRC). 
L'utilizzo di test fenotipici per rilevare i clostridi di rilevanza per l'industria 
alimentare è in continua evoluzione; tuttavia nell'ultimo aggiornamento del 
manuale di Bergey oltre 50 specie precedentemente considerate come 
appartenenti al genere Clostridium sono state riclassificate come membri di altri 
generi grazie a studi che consideravano sia omologie del gene 16S rDNA che le 
caratteristiche fisico-chimiche (Ludwig et al., 2009). 
Alcune specie di clostridi decompongono le proteine, altre fermentano 
carboidrati quali glucosio, maltosio, lattosio e saccarosio, altre possiedono 
entrambe le proprietà, altre ancora ne l'una ne l'altra. 
In base alla presenza o meno dell'attività proteolitica, evidenziata in terreni 
colturali quali agar latte o agar caseinato, e ai diversi profili di fermentazione dei 
carboidrati, i clostridi vengono suddivisi in vari raggruppamenti (Camahan et 
al., 1984) (Tab. 2). 
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Tab.2: suddivisione di alcuni clostridi in base al metabolismo delle proteine e 
degli zuccheri. 
 
La maggior parte dei clostridi è normalmente saprofita ed è largamente 
distribuita nell’ambiente. E' possibile isolarli dal suolo, acqua, scarichi fognari, e 
costituiscono la normale flora batterica del tratto gastrointestinale degli animali 
e dell'uomo (Jousimies et al., 2002). 
La maggior parte delle infezioni causate da questi microrganismi consegue a 
contaminazione da ferite. Tuttavia, in poche circostanze possono essere 
riscontrate intossicazioni esogene, come ad esempio in caso di tossinfezioni 
alimentari (C. perfringens, C. botulinum). 
I clostridi producono una grandissima varietà di enzimi, che possono essere 
rilasciati nell’ambiente, alcuni dei quali dotati di alta tossicità per gli organismi 
animali e quindi da considerare come delle vere e proprie esotossine. Proprio 
all’azione di due di queste esotossine, la tossina tetanica e botulinica, dobbiamo 
patologie umane di notevole interesse, che vedono come agenti eziologici 
Clostridium tetani e Clostridium botulinum, responsabili rispettivamente di 
tetano e botulismo. 
Le affezioni umane sono la conseguenza di un’introduzione accidentale nei 
tessuti delle forme vegetative o delle spore, come nel caso del tetano e della 
gangrena, oppure dell’assunzione delle tossine preformate attraverso alimenti 
contaminati, come nel caso del botulismo o di altre intossicazioni alimentari 
(Balows et al., 1991). 
Saccarolitici e 
proteolitici 
Proteolitici non 
saccarolitici 
Saccarolitici non 
proteolitici 
Non saccarolitici e 
non proteolitici 
C. sordelli 
C. bifermentans 
C.botulinum (A,B,F) 
 
C. histolyticum 
C. botulinum (G) 
C. perfringens 
C. barati 
C. butyricum 
C. tertium 
C. fallax 
C. chuvoei 
C. septicum 
C. sphenoides 
C. novyi (A,D) 
C. botulinum 
(C,D,E,F) 
C. cadaveris 
C. difficile 
C. cochlearis 
C. tetani 
18 
 
Fattori predisponenti l’infezione da clostridi sono traumi, procedure operatorie, 
stasi vascolare, malattie debilitative come leucemia, carcinomi e diabete mellito, 
trattamenti in pazienti oncologici con agenti immunosoppressori o 
chemioterapici e/o trattamenti antibiotici (Allen et al., 2003). 
Certamente i clostridi patogeni più importanti da un punto di vista alimentare 
sono C. perfringens e C. botulinum. 
Per quanto riguarda C. perfringens,una volta denominato C. welchii, è da 
evidenziare il fatto che la specie comprende 5 tipi, denominati con le lettere da 
A ad E in relazione alla capacità di produrre 4 tossine esocellulari, le tossine α, 
β, ε, ι. 
Le tossinfezioni alimentari causate da C. perfringens si esplicano attraverso 
l'azione di un'enterotossina (C. perfringens eterotoxin, CPE), prodotta durante la 
fase di sporulazione, che non tutti i ceppi sono in grado di produrre. 
Come già accennato,oltre all'enterotossina, C. perfringens produce numerose 
altre proteine biologicamente attive (all'incirca 14) indicate convenzionalmente 
con le lettere dell'alfabeto greco, alcune di esse sono tossine, altre sono enzimi 
(Bryant et al., 2000). Tuttavia, ogni ceppo è in grado di produrne solo alcune. 
I ceppi di C. perfringens in grado di produrre malattia nell'uomo sono quelli di 
tipo A e C e le malattie dovute a questo microorganismo sono: 
• gangrena gassosa (ceppi di tipo A); 
• avvelenamenti da cibo (ceppi di tipo A); 
• enterite necrosante (ceppi di tipo C). 
La tossinfezione alimentare è prodotta dai ceppi di tipo A ed è causata dalla 
produzione di un'enterotossina che manifesta azione simile a quella prodotta da 
Vibrio cholerae (Elliot et al, 1998). 
Gli alimenti responsabili di tossinfezione alimentare da C. perfringens sono 
essenzialmente le carni cotte (rollati, stufati, bollito), il brodo ed i sughi di carne 
(Mohr et al., 2015). 
In questi alimenti si determina un ambiente anaerobico a seguito della cottura e 
se essi sono stati contaminati con le spore, queste possono germinare e produrre 
l’enterotossina. Per avere la germinazione delle spore è sufficiente che 
l’alimento cotto venga tenuto in caldo o lasciato raffreddare lentamente per 
alcune ore. 
Per evitare questa tossinfezione è necessario consumare le carni, il brodo ed i 
sughi di carne subito dopo la cottura, quando ciò non è possibile, occorre 
raffreddarli rapidamente e tenerli costantemente in frigorifero. 
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C. botulinum è il responsabile del botulismo, una rara e grave malattia, spesso 
fatale, causata dall'ingestione di alimenti contenenti la tossina botulinica, uno dei 
più letali veleni che si conoscano. 
C. botulinum può produrre diverse tossine, solitamente designate con le lettere 
dalla A alla F. Le tossine A, B, E e F sono quelle responsabili del botulismo 
nella forma che interessa gli esseri umani. Ne bastano pochi nanogrammi, una 
dose irrisoria, per causare la malattia. 
Le persone che hanno ingerito la tossina attraverso gli alimenti sperimentano 
tutti i sintomi tipici di una paralisi neurale: annebbiamento e sdoppiamento della 
vista, rallentamento e difficoltà di espressione, difficoltà nell’ingerire alimenti, 
secchezza della bocca, debolezza muscolare che dalla parte superiore del corpo, 
spalle e braccia, passa agli arti inferiori, con successiva paralisi. Nei casi più 
severi, la paralisi dei muscoli coinvolti nella respirazione fa si chesia necessario 
instaurate una respirazione assistita (ventilazione meccanica). 
Gli alimenti a rischio di botulismo sono quelli conservati in condizioni di 
anaerobiosi e con pH neutro. 
Un tempo la malattia era spesso causata da insaccati, da cui il nome botulismo 
(dal latino botulus“salsiccia”).  
I casi che si osservano attualmente in Italia (15-20 l’anno) sono causati da 
conserve preparate in casa, specialmente di ortaggi e funghi sott'olio. 
La moltiplicazione di C.botulinum negli alimenti conservati determina, anche se 
non sempre, la loro alterazione e la produzione di gas, pertanto è norma di 
prudenza non mangiare né assaggiare le conserve che presentino una qualsiasi 
alterazione, in particolare vanno scartate le scatole rigonfiate ed i barattoli con i 
coperchi rilevati. 
In ogni caso, è prudente sottoporre a cottura o a riscaldamento per almeno 10 
minuti le conserve fatte in casa, ciò è sufficiente a distruggere l’eventuale 
tossina botulinica, dato che essa è termolabile. 
Molte specie di clostridi,inoltre, causano alterazioni nei prodotti alimentari 
(Mucchetti e Neviani, 2006) mediante la produzione di gas che modifica la 
struttura del prodotto e mediante le attività proteolitica e saccarolitica, che 
determinano un peggioramento delle qualità organolettiche e di conservazione. 
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2.1 CLOSTRIDI BUTIRRICI 
 
I clostridi butirrici sono un gruppo di batteri implicati nei processi di alterazione 
degli alimenti. Questo gruppo di microbi è associato al deterioramento, 
attraverso produzione di gas, nei formaggi come conseguenza della 
fermentazione butirrica che porta alla conversione dell’acido lattico in acido 
butirrico, acido acetico, anidride carbonica ed idrogeno (Klijn et al., 1995; 
Bottazzi, 1993) (Fig. 7). 
I clostridi butirrici sono anche in grado di metabolizzare l’acido citrico (Garde et 
al., 2012). 
 
 
Fig. 7: schema rappresentante la fermentazione butirrica (Drouin e Lafreniere, 
2012 ). 
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Questo gruppo di microrganismi comprende C. butyricum, C. tyrobutyricum, C. 
sporogenes, C. bifermentans, C. beijerenkii (Pigato et al., 2012). 
Alcune specie appartenenti a questo gruppo sono anche in grado di ridurre i 
solfiti, come ad esempio le specie C. butyricum, C. tyrobutyricum, e C. 
beijerinckii. 
La capacità di alcuni ceppi di C. butyricum di produrre la tossina botulinica 
rende molto importante il rilevamento di questo gruppo di microbi nel latte (Abe 
et al., 2008). 
I clostridi butirrici si sviluppano ad una temperatura ottimale tra i 36-40 °C ed il 
pH ottimale di sviluppo è compreso tra 7-7.4, tuttavia in certe condizioni la 
crescita può avvenire anche a pH 4. 
Nella pasta del formaggio C. tyrobutyricum riesce a svilupparsi fino a pH 4.65, 
mentre C. sporogenes e C. butyricum non fermentano il lattato a pH inferiore a 
5.30 (Ruusunen et al., 2012). 
La tolleranza al cloruro di sodio è piuttosto limitata e diminuisce col diminuire 
del pH: a pH 5 una concentrazione del 4.5% causa un’inibizione dello sviluppo 
dei clostridi. Si consideri a questo proposito che la concentrazione di NaCl nella 
fase acquosa del formaggio può variare tra il 4 e l'8% e pertanto in determinate 
condizioni potrebbe risultare sufficiente a limitare lo sviluppo dei clostridi. 
Valori di aw inferiori a 0.93 ne inibiscono lo sviluppo dei clostridi butirrici. 
Risultano invece stimolanti valori di ossido riduzione negativi, che si 
raggiungono naturalmente nei formaggi a pasta dura in conseguenza dello 
sviluppo dei microrganismi delle colture starter: si passa infatti da circa +250 
mV del latte in caldaia a -140/ -200 mV a pH 5 nel prodotto finito. 
Il limite di Eh per uno sviluppo molto lento di C. sporogenes è +140 mV 
(Lycken et al., 2006). 
I clostridi butirrici producono spore che hanno dimensioni comprese tra 2.4-3 x 
1-1.3 nm e resistono alla combinazione tempo/temperatura di 10 s a 80°C 
(Ottaviani, 1991), utilizzata come soglia per l’attribuzione ai microrganismi 
della capacità di termoreistenza. 
Inoltre, possono permanere per 45 s in una soluzione 1:1 (v/v) di etanolo al 95% 
ed acqua. 
Così come tutti i clostridi, anche i butirrici che interessano le produzioni 
casearie possono essere suddivisi nei tre principali gruppi fisiologici: 
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1. Clostridi saccarolitici: non sono patogeni e/o tossigeni e non putrefattivi. 
Hanno una spiccata capacità fermentativa nei confronti degli zuccheri ed 
acidi organici, ma scarsa attività proteolitica; operano fermentazioni 
gasogene. C. butyricum e C. tyrobutyricum producono dai carboidrati acido 
butirrico, acido acetico, anidride carbonica ed idrogeno. 
C. butyricum è responsabile di alterazioni di formaggi, latte condensato e 
alimenti in scatola con pH >a 4.6; mentre C. tyrobutyricum rappresenta la 
principale causa dell’alterazione dei formaggi a lunga stagionatura, definita 
“gonfiore tardivo”. 
 
2. Clostridi proteolitici o putrefattivi: hanno un’importante attività 
proteolitica che si esplica nella fermentazione degli amminoacidi e che porta 
per deamminazione alla produzione di ammoniaca e acidi organici, e per 
decarbossilazione alla liberazione di anidride carbonica con formazione di 
un' ammina. 
Alterano una vasta gamma di alimenti come formaggi, carne cotta, vegetali e 
pesce in scatola. In questo gruppo ritroviamo C. sporogenes. 
 
3. Clostidi proteolitici-saccarolitici: hanno sia attività proteolitica che 
saccarolitica. Alterano gli alimenti con formazione di odori e sapori 
sgradevoli associati alla fermentazione degli amminoacidi con formazione di 
acido butirrico, isobutirrico e caproico, acido solfidrico, ammoniaca, metil- 
mercaptani, ammine come cadaverina e putrescina. Appartiene a questo 
gruppo C .bifermentans. 
 
I principali clostridi butirrici che interessano le produzioni casearie sono: 
 
1. Clostridium butyricum: si nutre di zuccheri (preferibilmente lattosio), è 
strettamente anaerobio e produce dal suo metabolismo anidride carbonica, 
idrogeno, acido butirrico ed acido acetico. 
È distribuito ampiamente nel suolo, sedimenti, nell’intestino di bambini sani 
e in quello di soggetti adulti, è isolabile da latte acido e formaggi (Wiegel et 
al., 2006). 
C. butyricum è associato all’insorgenza di gonfiore precoce, specialmente di 
formaggi freschi come la mozzarella (Lucchini et al., 1998), dovuto alla 
grande produzione di gas che avviene nei primi giorni di maturazione del 
formaggio. Agisce specialmente nel caso in cui l’acidificazione lattica della 
cagliata non sia adeguata. 
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2. Clostridium tyrobutyricum: predilige per il suo sviluppo gli zuccheri ed i 
sali dell’acido lattico, è anch’esso strettamente anaerobio e produce gli stessi 
metaboliti finali di C .butyricum. Il lattato è la fonte principale di energia per 
il suo sviluppo. Nel formaggio infatti, l'acido lattico è presente in elevate 
concentrazioni (1.45%), ed è in grado di stimolare la germinazione delle 
spore di C. tyrobutyricum. 
Da uno studio effettuato da Le Bourhis et al.(2007), C. tyrobutyricum risulta 
essere produttore di una quantità maggiore di gas rispetto a C. beijerinkii e 
C. sporogenes, quindi la sua presenza nel formaggio può portare a gravi 
danni. 
Una correlazione diretta tra gonfiore tardivo e presenza di C. tyrobutyrricum 
nel latte è stata rilevata mediante l’utilizzo di Nested PCR (Klijn et al., 
1995). 
Data la facilità con cui riesce a moltiplicarsi durante la stagionatura è tra i 
clostridi che causa maggiori danni nelle produzioni di formaggio (Tab. 3). 
 
3. Clostridium sporogenes: è proteolitico, strettamente anaerobio, produce 
anidride carbonica, sostanze azotate maleodoranti ed acidi organici.  
E’ particolarmente subdolo dato che i difetti derivanti dalla sua presenza nel 
latte possono manifestarsi anche dopo i 12 mesi di stagionatura, rendendo il 
formaggio non commestibile. Inoltre con la battitura della forma non è 
possibile rilevare le eventuali anomalie della pasta causate dalla presenza di 
C. sporogenes. 
Molti studi recenti dimostrano che C. sporogenes è uno tra i clostridi 
butirrici più diffusi nel latte crudo, insilati e formaggi ovini affetti da 
gonfiore tardivo (Lycken e Borch, 2006; Garde et al 2011). 
 
4. Clostridium beijerinkii: è un microrganismo saccarolitico, strettamente 
anaerobio, mesofilo, mobile e caratterizzato da spore sub-terminali. 
Mediante fermentazione produce acetato, butirrato, lattato, idrogeno e 
anidride carbonica.  
Ha la particolare caratteristica di cambiare la morfologia cellulare durante il 
ciclo di crescita (Jones e Woods , 1986), presentandosi all’inizio con cellule 
lunghe e mobili, per poi arrivare ad un accorciamento cellulare e perdita di 
motilità. 
Nel latte crudo le spore di C. beijerinckii sono state ritrovate in 
considerevole quantità (Guericke et al., 1993), anche se poi nei formaggi è 
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presente in quantità irrisorie (Cremonesi et al., 2013), ciò è dovuto alla bassa 
tolleranza di questo microrganismo alle condizioni presenti nel formaggio, 
specialmente quelle relative ai valori di pH e alla concentrazione di sale 
(Tab. 3). 
 
Tab. 3: caratteristiche delle principali specie di clostridi butirrici (Spolaor, 
Convegno AITEL 2014). 
  
CLOSTRIDI Produzione 
GAS 
Resistenza 
pH 
Resistenza 
SALE 
Crescita a 
10°C 
Resistenza al 
LISOZIMA 
C. sporogenes + + ++ + ++ 
C. tyrobutyricum ++ +++ + ++ +/- 
C. beijerinkii +++ + +/- ++ + 
C. butyrycum +++ + + + ++ 
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3. INQUINAMENTO DEL LATTE DA 
CLOSTRIDI 
 
I clostridi sono microrganismi ubiquitari nell’ambiente e molto diffusi al livello 
del terreno, sono pertanto presenti in numero considerevole nella polvere, 
nell’aria confinata ove siano presenti alimenti inquinati e nei foraggi imbrattati 
di terra (Ercolani et al., 1997). Nel terreno sono state quantificate circa 4 log10 
CFU/ g spore clostridiche (Julien et al., 2008). 
Le piante sono a contatto con le spore clostridiche durante la loro crescita. Dopo 
la germinazione dei semi, la radice e le cellule epidermiche sono direttamente in 
prossimità del suolo e potrebbero facilmente raccogliere le spore sulla loro 
superficie per poi inglobarle all'interno della pianta durante la crescita.  
Le spore clostridiche potrebbero anche penetrare all'interno della radice in 
seguito alla rottura dello strato esterno per azione meccanica, ad esempio 
durante le operazioni di raccolta o per il pascolo dei ruminanti. 
Il contenuto di spore clostridiche sembra variare anche in base al tipo di suolo ed 
al tipo di prato: ad esempio si è constatato che i terreni argillosi ed impermeabili 
costituiscono un substrato anaerobico favorevole e che nei terreni dei prati 
alterni di erba medica sono mediamente presenti 50000 spore/g, mentre nei prati 
permanenti queste aumentano ad 80000 spore/g (Julien et al., 2008). 
Nei foraggi, sia le condizioni umide, che favoriscono lo sviluppo microbico, sia 
l'accumulo di foglie morte, che sono state a contatto con il suolo, potrebbero 
generare le condizioni favorevoli per la germinazione delle spore di clostridiche. 
Queste condizioni includono anche la bassa concentrazione di ossigeno e la 
presenza di sostanze che inducono la germinazione. 
Vissers et al. (2007) hanno dimostrato una significativa influenza tra le 
condizioni climatiche e la presenza di spore clostridiche nel latte. Il latte 
ottenuto nei periodi più piovosi presentava un numero significativamente più 
elevato di spore rispetto a quello dei periodi asciutti.  
La dieta dei ruminanti può variare a seconda delle condizioni climatiche, 
stagionali, e requisiti di alimentazione specifici. La dieta può comprendere 
foraggio fresco nei mesi estivi o per tutto l'anno, se il clima risulta favorevole, 
oppure fieno, insilati, e / o cereali (tra cui il mais) durante la stagione invernale.  
Le spore dei clostridi butirrici potrebbero contaminare tutti questi tipi di 
mangimi, anche se a livelli diversi.  
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Le specie clostridiche legate al cluster 1 di Collins (1994) sono una delle 
principali preoccupazioni in relazione ai prodotti lattiero-caseari. Tuttavia, anche 
altre specie, come ad esempio C. botulinum, hanno bisogno di considerazione 
visto il loro potenziale patogeno. 
Alimentare le bovine da latte con gli insilati non adeguatamente fermentati 
rappresenta la principale causa della presenza di clostridi nel latte. Negli insilati 
sono state rilevate anche più di 2000 spore/L (Vissers te al., 2006). 
Il problema diviene particolarmente frequente quando si intende insilare foraggi 
ad alto tenore di proteine, in quel caso diviene possibile la germinazione delle 
spore all'interno della massa insilata (McDonald et al., 1991). 
Una corretta gestione della produzione di insilato diventa quindi un fattore 
fondamentale per il controllo dello sviluppo di Clostridium spp. nei prodotti 
caseari. Se infatti la fermentazione lattica non procede rapidamente, per 
mancanza di zuccheri quali substrati essenziali per lo sviluppo delle flore 
lattiche acidificanti, i valori di pH permangono elevati e si vengono a creare 
condizioni ideali per la germinazione delle spore clostridiche, in particolare 
alcune specie, quali C. tyrobutiricum e C. butyricum, possono avere uno 
sviluppo esponenziale. 
Il controllo dei clostridi nell’insilato è dato dall’interazione tra la sostanza secca 
del foraggio ed il pH. Come accennato, l’abbassamento del pH è determinato 
dallo sviluppo dei batteri lattici. Il quantitativo di acido lattico necessario a 
raggiungere livelli di pH in grado di inibire la proliferazione dei clostridi è 
quindi dato dalla quantità di zuccheri del foraggio, la capacità tampone del 
foraggio ed il contenuto in sostanza secca. 
La relazione tra questi parametri biochimici è stata rappresentata da Weissbach 
et al. (1974) mediante la seguente formula: 
 
DM = 450 - 80 x (carboidrati solubili in acqua / capacità tampone)  
 
Secondo questa relazione, zuccheri e capacità tampone determinano il contenuto 
di sostanza secca (DM) necessaria per garantire una buona conservazione.  
Leibensperger e Pitt (1987) hanno dimostrato che lo sviluppo clostridico negli 
insilati è favorito da un basso rapporto zuccheri/capacità tampone, da un basso 
contenuto in sostanza secca, una bassa carica iniziale di batteri lattici, 
temperature e pH iniziali elevati. 
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Si è osservato che in media sono presenti negli insilati 3-5 log10 CFU/ g, tuttavia 
si possono anche raggiungere quantità di 9 log10 CFU /g. Il numero di spore 
invece è altamente variabile. 
In relazione al numero di spore di clostridi presenti nel foraggio insilato è 
possibile formulare un giudizio di idoneità all’uso dello stesso. 
La classificazione di Bottazzi e Battistotti è una delle più importanti (Tab. 4). 
 
SPORE PER GRAMMO DI 
FORAGGIO INSILATO 
GIUDIZIO 
< 100 Ottimo 
Da 10 a 1000 Buono 
Da 1000 a 10000 Scadente 
Oltre 10000 Pessimo 
Tab. 4: qualità dei foraggi insilati in funzione del numero di spore per grammo 
(Ottaviani, 1991). 
 
Anche il fieno non è esente da possibili contaminazioni di spore (Colombari et 
al., 2001). Infatti, le spore che finiscono nelle feci, vengono riportate nei campi 
tramite la concimazione. In particolare, si è visto che un fieno proveniente da 
medicai di nuovo impianto talora fa registrare livelli di presenza di spore 
tutt’altro che trascurabili. Questi prati sono caratterizzati da una distribuzione 
del letame recente e da una sofficità del terreno che porta ad una presenza 
maggiore di terra nel fieno stesso. Questo evidenzia come vada posta particolare 
attenzione alle modalità di fienagione, onde evitare il più possibile la presenza di 
polveri e di terra nel fieno. Bisogna cercare di non effettuare lo sfalcio troppo 
ravvicinato al piano di campagna. È inoltre da tenere in considerazione che il 
contenuto di polvere, e quindi di spore, nei fieni, aumenta progressivamente 
passando dal maggengo agli sfalci autunnali. 
La tecnica di alimentazione unifeed è un’altra delle cause della diffusione dei 
clostridi mediante l’alimentazione animale (Zucali et al., 2014). La tecnica 
dell’unifeed, consiste nella somministrazione contemporanea di tutti i 
componenti della razione miscelati tra loro. Per fare questo, si utilizzano 
appositi carri miscelatori che estraggono l’insilato dai silos, trinciano i foraggi 
lunghi, li mescolano ai mangimi ed altre materie prime (anche liquide) o acqua. 
Il problema di questo sistema risiede nel fatto che la polvere e la terra che 
contaminano i foraggi finiscono nella miscelata, e la presenza di acqua, amidi e 
zuccheri favorisce lo sviluppo dei clostridi. 
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Se la razione è contaminata da spore clostridiche, queste vengono ingerite 
dall'animale, e arrivano al rumine. I processi di digestione contribuiscono a 
concentrare il numero di spore; anche se l'ambiente gastrointestinale 
generalmente non fornisce le condizioni favorevoli per la germinazione delle 
spore clostridiche. 
Bisogna tenere presente che gli alimenti conservati come insilati, portano ad un 
aumento delle spore clostridiche nel tratto gastro-intestinale, che è circa 20 volte 
maggiore rispetto a quello indotto da razioni nelle quali il foraggio 
somministrato è fresco. Inoltre un elevato apporto di concentrati influenzerebbe 
in maniera negativa la corretta funzione digestiva e quindi porterebbe ad un 
aumento di spore nelle feci. 
Le deiezioni animali rappresentano quindi uno dei maggiori veicoli di 
contaminazione dell’ambiente di stalla e risultano essere le più frequentemente 
incriminate per la contaminazione da spore nel latte (Naudeau et al., 2010).  
Allo stesso tempo, le deiezioni animali (solide o liquide) sono una fonte 
importante di elementi nutritivi per le piante e sono spesso utilizzate come 
fertilizzanti. Questa pratica può portare ad un aumento del numero di spore di 
clostridi nel terreno e conseguentemente ad una maggiore contaminazione del 
foraggio (Heinoen e Tanski, 1998). 
Diverse specie di clostridi sono state identificate nel letame, la maggior parte di 
queste sono specie proteolitiche, in quanto questo ambiente è ricco in proteine e 
amminoacidi. Sono inoltre presenti specie in grado di degradare i polisaccaridi 
(C. cellulolyticum, C. thermocellum, C. cellulovorans etc) a causa dell'elevata 
concentrazione di cellulosa e lignina. 
Aggregati di letame presenti sul suolo o sui germogli possono finire nella massa 
di foraggio destinata all’insilamento (Rammer et al., 1994) e all’interno del silo, 
questi aggregati possono creare piccole sacche dove la fermentazione è meno 
efficiente con un conseguente innalzamento del pH. Enterobatteri e clostridi 
sono presenti in maggior numero in queste tasche.  
Colombari et al. (2006) hanno studiato la gestione del liquame e del letame negli 
allevamenti. Dalle loro ricerche è stato possibile osservare che, all’uscita dalla 
stalla il refluo fresco (mix di feci vere e proprie con paglia e urine), non 
fermentato, presentava una concentrazione stimata di spore di circa 400-500 per 
g di sostanza secca, mentre nel liquame estivo fermentato, da meno di 1 mese 
fino a più di 3 mesi, tale concentrazione aumentava da 48000 spore/g ss fino a 
341000 (Tab. 5). 
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 STOCCAGGIO <1 
MESE 
STOCCAGGIO 1-3 
MESI 
STOCCAGGIO >3 
MESI 
Liquame 
   Estate 
   Inverno 
 
48 
<7 
 
145 
28 
 
341 
16 
Letame 
   Estate 
   Inverno 
 
/ 
11 
 
18 
23 
 
85 
21 
Tab. 5: liquame e letame: spore/g ss (MPN x 103) in funzione della stagione e 
della durata di stoccaggio. 
 
Quindi in assenza di insilati, non è il refluo fresco di giornata che rappresenta il 
vero pericolo inquinante, quanto il refluo fermentato che si trova nelle varie aree 
di attesa anche esterne alla stalla e che facilmente imbratta i capezzoli, la cute 
della mammella ed il pelo degli animali. La durata della conservazione dei reflui 
è apparsa quindi un fattore non trascurabile nel quadro generale di sviluppo della 
contaminazione da clostridi. 
Dalle precedenti affermazioni, è possibile capire quale sia quindi il “ciclo 
aziendale dei clostridi” (Pahlow et al., 2003) (Fig. 8). 
 
Fig.8: ciclo delle spore clostridiche in un allevamento (adattamento da Pahlow 
et al., 2003). 
  
30 
 
L’inquinamento dei clostridi nel latte è quindi di origine esomammaria e si 
verifica principalmente durante la mungitura, se questa è condotta con 
insufficienti accorgimenti di ordine igienico-sanitario, e per contatto diretto del 
latte con particelle di origine fecale (Zucali et al., 2014). 
Le operazioni di mungitura rappresentano un punto critico fondamentale, e se 
eseguite in modo non corretto possono vanificare i benefici di tutte le precedenti 
operazioni di stalla. Bisogna quindi fare in modo che l’imbrattamento con le feci 
degli animali sia il minore possibile, e risulta pertanto utile ai fini 
dell’abbattimento della contaminazione batterica il lavaggio e l’asciugatura della 
mammella (Rasmussen et al., 1991).  
Colombari et al. (2006) hanno inoltre dimostrato che, a parità di alimentazione, 
è maggiormente sottoposto ad inquinamento il latte prodotto in aziende che 
prevedono una stabulazione fissa degli animali rispetto a quello prodotto in 
allevamenti a stabulazione libera.  
I moderni sistemi di stabulazione fissa, che non prevedono l’ uso di paglia, sono 
spesso caratterizzati da una maggiore contaminazione ambientale e portano ad 
un più facile imbrattamento degli animali con le deiezioni. Stalle ed impianti 
sottodimensionati rispetto al numero di animali presenti, la contrazione della 
manodopera e problemi di ordine gestionale contribuiscono tutti insieme a 
peggiorare la situazione in quanto le aree di riposo, le attrezzature a contatto con 
gli animali e le mangiatoie (nelle quali restano i residui di alimento) non 
vengono pulite con adeguata frequenza. 
Infine, un’ulteriore fonte di contaminazione da clostridi nel latte può essere 
rappresentata dal caglio in pasta (Schreiber e Hinrichs, 2000), essendo questo 
prodotto a partire da abomasi di animali lattanti. Il caglio in pasta fresco può 
contenere elevate concentrazioni di specie batteriche potenzialmente 
“anticasearie”. Tuttavia, generalmente, se la preparazione del caglio in pasta 
avviene nel rispetto di precise procedure di salatura, essicazione e 
conservazione, la microflora “anticasearia” viene in gran parte eliminata. 
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3.1 INQUINAMENTO DEL LATTE OVINO DA 
CLOSTRIDI  
 
In Italia, così come all’estero, la maggior parte degli studi riguardante la 
contaminazione del latte da spore di Clostridium spp., in particolar modo quelle 
di clostridi butirrici, si riferisce al latte vaccino (Ingham et al., 1998; Vissers et 
al., 2007). Al contrario, le indagini relative al latte di pecora, sono solo 
sporadiche (Salmeron et al., 2002; Scintu et al., 2004), nonostante il problema 
del gonfiore tardivo sia stato segnalato anche nei formaggi a latte ovino (Cocolin 
et al., 2007; Soggiu et al., 2015). 
Il problema della contaminazione del latte di pecora da clostridi è diffuso in 
alcune regioni della Francia, quali quelle del Roquefort e dei Pirenei atlantici, 
tant’è vero che per contenere la diffusione di questa problematica è stato istituito 
un sistema che premia gli allevatori in base al numero di spore di Clostridium 
spp. presenti nel latte. Questo sistema stabilisce, infatti, una sanzione economica 
quando il numero di spore di Clostridium spp. nel latte è superiore a 1000-1300 
spore/L (Pirisi et al., 2007). Conseguentemente, gli allevatori sono incentivati ad 
adottare pratiche più adeguate per la gestione degli allevamenti, in modo tale da 
evitare l’inquinamento del latte. 
In Italia, l’unico studio effettuato in merito a questa tematica è stato quello di 
Scintu et al. (2004) su pecore di razza Sarda. Gli autori hanno analizzato 1190 
campioni di latte crudo ovino provenienti da 3 diverse zone della Sardegna 
(irrigata, parzialmente irrigata e non irrigata), in un periodo di tempo tra marzo e 
luglio. La presenza di spore è stata determinata in terreno Reinforced Clostridial 
Medium addizionato con lattato (RCM-lattato), mediante metodica Most 
Probable Number. I risultati ottenuti hanno messo in evidenza l'importanza della 
zona di provenienza del latte (Tab.6). 
Gli allevamenti situati in zone irrigue presentavano, infatti, una maggiore 
quantità di spore nel latte. Ciò potrebbe essere dovuto sia al maggior rischio di 
cross-contaminazione in un terreno bagnato, che ad una maggiore presenza di 
allevamenti di tipo intensivo in quelle zone. 
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AREA N° DI CAMPIONI SPORE/L 
Pianura parzialmente irrigata 307 765 
Pianura irrigata 344 1072 
Pianura non irrigata 539 398 
Tab. 6: conteggio MPN (spore/L) di spore di Clostridium spp. in campioni di 
latte ovino proveniente da tre zone diverse. 
 
E' stato, inoltre, osservato un numero di spore inferiore durante l’inverno e la 
primavera, rispetto all’estate (Tab. 7). 
 
PERIODO N° DI CAMPIONI SPORE/L 
1° marzo- metà aprile 362 414 
2° metà di aprile-maggio 374 672 
Giugno-luglio 454 919 
Tab. 7: conteggio MPN (spore/L) di Clostridium spp. in campioni di latte ovino 
in tre diversi periodi. 
 
In Spagna, il latte proveniente da pecore di razza Manchega (Fig. 9), utilizzata 
per la produzione del formaggio 
Manchego, uno dei più noti tra i 
formaggi stagionati spagnoli a 
denominazione di origine protetta, è 
stato oggetto di alcuni studi riguardanti 
la contaminazione da clostridi. Lo 
studio di Garde et al. (2011) ha avuto 
come obiettivi quelli di indagare la 
presenza di spore clostridiche nel latte 
ovino di pecore di razza Manchega, 
 
 
Fig. 9: pecora e agnelli di razza Manchega 
 (editorialagricola.com). 
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identificare i clostridi isolati da formaggi di tipo Manchego affetti da gonfiore 
tardivo ed, infine, di caratterizzare tali isolati relativamente al livello di 
sensibilità alle batteriocine prodotte da alcuni batteri lattici. 
In particolare, sono stati esaminati 194 campioni di latte crudo ovino e 57 
formaggi di tipo Manchego affetti da gonfiore tardivo raccolti durante l'arco di 
un anno (dall'autunno 2005 all'estate 2006) e provenienti da 55 allevamenti. 
Le spore dei clostridi lattato fermentanti sono state determinate mediante la 
metodica del Most Probable Number (MPN). Un’ansata del contenuto di 
ciascun tubo MPN positivo (produzione di gas) è stata seminata su di Reinforced 
Clostridial Agar. Dopo incubazione da ogni piastra sono state isolate 5 colonie 
con diversa morfologia, per un totale di 300 isolati. 
Una volta purificati, gli isolati sono stati conservati a -80 °C in Reinforced 
Clostridium Medium (RCM) al 5% di glicerolo. 
Gli isolati sono stati sottoposti a colorazione di Gram, testati per l'incapacità di 
crescere su RCA in aerobiosi ed esaminati per la presenza di endospore usando 
un microscopio a contrasto di fase. 
I campioni Gram positivi, anaerobi obbligati e produttori di endospore sono stati 
identificati a livello di specie mediante l’amplificazione del gene 16S rDNA e 
l’utilizzo di enzimi di restrizione (tecnica ARDRA). 
Il test di diffusione in agar è stato utilizzato per studiare la sensibilità dei 
clostridi isolati nei confronti di 7 batteriocine prodotte dai diversi batteri lattici: 
enterocina AS -48 prodotta da E.faecalis, enterocina 607 prodotta da E. faecium, 
enterocina I prodotta da E. faecalis, nisina Z prodotta da L. lactis subsp. lactis, 
nisina A prodotta da L. lactis subsp. lactis, lacticina 481 prodotta da 
Lactococcus lactis subsp. cremoris e plantaricina 684 prodotta da Lactobacillus 
plantarum. 
Dalle analisi sono state rilevate spore di clostridi nel 97% dei 194 campioni di 
latte analizzati (limite di rilevazione della metodica 0.36 spore/mL). La maggior 
parte dei campioni di latte (51%) ha mostrato un conteggio MPN compreso tra 1 
e 10 spore/mL. I campioni di latte provenienti da caseifici con problemi di 
gonfiore tardivo hanno mostrato MPN significativamente più elevati, con valori 
medi di 19.7 e 12.1 spore/ mL. 
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È stato rilevato un numero di spore maggiore in estate che in inverno, che a sua 
volta presentava valori MPN notevolmente superiori rispetto all'autunno e alla 
primavera, con valori medi di 26.8, 13.7, 9.9 e 9.6 spore/mL, rispettivamente 
(Fig. 10). 
 
                              Autunno (n=52)  Inverno (n=52) Primavera (n=48)  Estate (n=42) 
Fig. 10: variazione stagionale delle spore dei clostridi lattato fermentanti in 
latte crudo di massa proveniente da allevamenti di ovini di razza Manchega. 
 
Questi dati sono in accordo con quanto osservato da Scintu et al. (2004) che 
riportavano valori di spore più elevati in estate che in inverno ed in primavera. 
I numerosi studi sul latte bovino tuttavia, indicano generalmente un numero di 
spore maggiore nel periodo invernale, e questo è generalmente attribuito alla 
tipologia di alimentazione, che nel periodo invernale è costituita specialmente da 
insilati, identificati come la principale fonte di contaminazione da Clostridium 
spp. del latte (Dasgupta e Hull , 1989; Julien et al., 2008; Te Giffel et al., 2002; 
Vissers et al., 2007). Nella regione della Mancha, l’alimentazione delle pecore 
in primavera si basa sul pascolo, ma durante il resto dell'anno è necessario 
fornire concentrati, fieno ed insilati. Ulteriori studi sono quindi necessari per 
chiarire questo aspetto. 
I 57 formaggi analizzati con il difetto di gonfiore tardivo prodotti in estate 
rappresentavano lo 0.28% della produzione totale, mentre erano lo 0.63% della 
produzione estiva di formaggio, ciò è in accordo con il maggior numero di spore 
rilevato nel latte in questo periodo. 
Tuttavia, i bassi valori MPN riscontrati durante la primavera (Fig. 9) non 
combaciavano con la percentuale dello 0.40% di formaggi Manchego con 
Conta MPN 
(spore/ml) 
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gonfiore tardivo ottenuti in questo stagione. Probabilmente, nell’insorgenza del 
difetto, sono implicati anche fattori diversi dal numero di spore del latte. 
Le percentuali di formaggi Manchego affetti da gonfiore tardivo prodotti in 
autunno ed in inverno erano rispettivamente pari allo 0.03% e allo 0.05%. 
E’ evidente comunque come l'incidenza di questo difetto nel formaggio 
Manchego sia bassa (0.28% della produzione totale), probabilmente questo è 
dovuto all’uso frequente di lisozima durante la produzione. 
Tra i 300 isolati, C. sporogenes è risultata la specie più frequentemente rilevata 
(78.9%), seguita da C. beijerinkii (10.3%), C. tyrobutyricum (9.0%) e C. 
butyricum (1.8%). Dai formaggi affetti da gonfiore, C. sporogenes è stato isolato 
nel 91% dei casi, C. beijerinckii e C. tyrobutyricum nel 24% e C. butyricum nel 
4%. 
Due o più specie sono state osservate nel 40% dei formaggi analizzati: queste 
erano C. sporogenes e C. tyrobutyricum (18%); C. sporogenes e C. beijerinkii 
(11%); C. sporogenes e C. butyricum (4%) e C. sporogenes, C. tyrobutyricum e 
C. beijerinckii (7%). 
Tra le sette batteriocine testate solo la nisina A e Z erano in grado di inibire la 
crescita di tutti i clostridi, e quindi il loro utilizzo potrebbe costituire un metodo 
efficace per contrastare il problema del gonfiore tardivo in questa tipologia di 
formaggio. 
Partendo dai risultati ottenuti da Garde et al. (2011), Arias et al. nel 2013 hanno 
effettuato ulteriori studi relativamente alle pratiche di gestione di allevamento 
che potrebbero costituire un fattore di rischio per il raggiungimento di 
concentrazioni dannose di spore di Clostridium spp. nel latte ovino  destinato 
alla produzione di formaggio Manchego (> 103 spore /L) e di come queste 
pratiche possano influenzare la popolazione di Clostridium. 
Ogni 2 mesi, nell'l'arco di un anno (marzo 2008-marzo 2009) sono stati 
analizzati 136 campioni di latte di pecora di razza Manchega provenienti dai 
tank di stoccaggio di 23 allevamenti. 
La conta delle spore è stata effettuata mediante metodica MPN ed il contenuto 
dei tubi positivi è stato utilizzato per la semina su terreno Reinforced Clostridial 
Agar. 
Durante il campionamento, attraverso la compilazione di un questionario, gli 
autori hanno raccolto una serie di dati sulle pratiche di gestione degli 
allevamenti e su tre aspetti principali in particolare: condizioni della stalla, 
alimentazione ed igiene della sala di mungitura. A causa dell’inesistenza di studi 
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analoghi effettuati negli ovini, la scelta degli aspetti da considerare nello studio 
è stata fatta sulla base di studi condotti in merito alla contaminazione microbica 
ed in particolare alla contaminazione da spore di Clostridium spp. nei bovini 
(Verdier-Metz et al., 2009; Vissers et al., 2007). 
Per quanto riguarda le condizioni di allevamento, sono state prese in 
considerazione informazioni sulla lettiera: ne è stata valutata l'umidità, la pulizia 
e la quantità di materiale assorbente. 
Per quanto riguarda la pulizia delle stalle si è tenuto conto dell'integrità e pulizia 
delle pareti, delle coperture e delle porte, l’igiene dell’acqua e degli alimenti, la 
presenza di resti di alimentazione e acqua, la polvere sulle superfici e le polveri 
in sospensione (presenza-assenza). 
Per quanto riguarda le caratteristiche di alimentazione è stato valutato il fatto 
che la razione fosse costituita da alimenti autoprodotti oppure acquistati, 
l'utilizzo di insilati, l'utilizzo di trebbie di birra bagnate e le modalità di 
conservazione degli alimenti stessi. 
Infine, è stata valutata l'igiene di mungitura. È stata valutata la presenza di 
polvere (sulle superfici e polveri in sospensione) nella sala di mungitura, la 
pulizia del locale e degli strumenti di lavoro. 
Il numero medio di spore di Clostridium spp. rilevato nel latte è stato MPN log 
3.29 ± 0.57 (media geometrica= 1950 spore/L). Questo valore è maggiore della 
soglia di 103 spore/L utilizzata nei sistemi di incentivazione francesi(Pirisi et al., 
2007), tuttavia è minore rispetto ai valori ottenuti da Garde et al. (2011) (14.5 x 
103 spore/L) e da Salmeron et al. (2002) (13 x 103 spore/L), che analizzavano 
rispettivamente latte di pecore di razza Manchega e di razza Idiazabal. Valori 
minori nel conteggio mediante MPN sono stati ottenuti da pecore di razza Sarda, 
con valori di 670 spore/L (Scintu et al., 2004). Le differenze rilevate 
probabilmente sono dovute alle diverse gestioni degli allevamenti. 
La tabella 8 mostra la distribuzione delle aziende agricole ed il numero di spore 
di Clostridium spp. rilevate nei tank in base alle pratiche di gestione delle 
aziende stesse.  
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CARATTERISTICHE DI 
GESTIONE 
DELL’ALLEVAMENTO 
ALLEVAMENTI (%) SPORE DI CLOSTRIDIUM 
SPP. 
(log10 SPORE/L) 
Condizioni stalla 
Lettiera 
     Adeguata 
     Inadeguata 
Pulizia stalla 
     Adeguata 
     Inadeguata 
 
 
57.04 
42.96 
 
34.81 
65.19 
 
 
3.26 ± 0.50 
3.53 ± 0.55 
 
3.13 ± 0.43 
3.51 ± 0.54 
Caratteristiche alimentazione 
Tipo di alimenti 
     Commerciali 
     Autoprodotti 
Uso di insilato 
     Si 
     No 
 
Uso di trebbie di birra bagnate 
     Si 
     No 
Conservazione mangimi 
     Adeguata 
     Inadeguata 
 
 
47.41 
52.59 
 
51.85 
48.15 
 
60 
40 
 
60.74 
39.26 
 
 
3.18 ± 0.54 
3.55 ± 0.48 
 
3.18 ± 0.52 
3.59 ± 0.47 
 
3.52 ± 0.51 
3.16 ± 0.48 
 
3.21 ± 0.50 
3.62 ± 0.50 
Igiene sala di mungitura 
Presenza di polvere 
     Adeguata 
     Inadeguata 
Pulizia 
     Adeguata 
     Inadeguata 
 
 
29.63 
70.37 
 
38.52 
61.48 
 
 
3.12 ± 0.47 
3.48 ± 0.53 
 
3.19 ± 0.45 
3.49 ± 0.55 
Tab. 8: valori ottenuti da 136 campioni di latte ovino di razza Manchega. 
 
Oltre il 50% delle aziende agricole ha mostrato buone condizioni igieniche della 
lettiera, ma solo circa un terzo di queste aveva una stalla in condizioni adeguate. 
Questo risultato indica che le aziende incluse nello studio avevano bisogno di 
migliorare la pulizia delle strutture. 
L’igiene della zona di mungitura era generalmente inadeguata, con la presenza 
di polvere nella maggior parte dei casi. La presenza di polveri (sulle superfici e 
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in sospensione) nella sala di mungitura è correlata con l’aumento del rischio di 
contaminazione da clostridi di 2.54 volte. Infatti, attraverso la polvere, le spore 
dal terreno possono arrivare al latte (Vissers et al., 2006), specialmente se le 
pratiche di mungitura non sono eseguite correttamente. 
Per quanto riguarda le razioni impiegate negli allevamenti esaminati, è stato 
osservato che tutti gli allevamenti utilizzavano l’unifeed come base di 
alimentazione al fine di ottenere razioni equilibrate e ottenere risultati migliori 
in termini di quantità e qualità del latte prodotto. Circa la metà delle aziende 
agricole utilizzava unifeed autoprodotto ed insilati, e poco più della metà 
utilizzava trebbie di birra bagnate. 
Molti studi studi sul latte di pecora (Salmeron et al., 2002) e di vacca (Julien et 
al, 2008;. Vissers et al, 2007) indicano chiaramente che la gestione della razione 
influisce direttamente sulla presenza di spore di Clostridium spp. nel latte. 
Dallo studio di Arias et al. (2013) è risultato che la qualità dei mangimi unifeed 
prodotti industrialmente era migliore e che l’utilizzo di questi era associato con 
una minore frequenza a contaminazione da clostridi del latte prodotto rispetto 
all’impiego di miscele unifeed autoprodotti. Ciò è riconducibile alle pratiche 
industriali, che prevedono protocolli e procedure di fabbricazione ben precise. 
Le trebbie di birra, che rappresentano un sottoprodotto dell’industria della birra, 
sono molto usate in alimentazione animale in quanto altamente digeribili e poco 
costose. Lo studio ha tuttavia rilevato che l’utilizzo delle trebbie di birra porta ad 
un aumento della contaminazione da spore clostridiche del latte di 3.9 volte. 
Per quanto riguarda l’identificazione dei clostridi, dei 365 isolati totali, 114 sono 
stati considerati appartenenti al genere Clostridium. Dall’analisi RAPD-PCR è 
stato possibile individuare 35 diversi profili. Trenta di questi appartenevano alla 
specie C. sporogenes, 3 alla specie C. tyrobutyricum e 2 alla specie C. 
beijerinkii. Questi risultati sono in accordo con quanto rilevato da Garde et al. 
(2011).  
Tutte e tre le specie sono state rilevate nel latte proveniente dalle aziende che 
utilizzavano alimenti autoprodotti, trebbia di birra bagnata e con presenza di 
polvere nella sala di mungitura. Invece, con l’utilizzo di alimenti commerciali 
oppure con l'assenza di trebbie di birra bagnate nella razione si osservava solo C. 
sporogenes. 
Nel latte di aziende agricole con assenza di polvere in sala di mungitura sono 
stati identificati C. sporogenes e C. tyrobutyricum.  
La presenza di genotipi unici in relazione al tipo di alimentazione indica come la 
contaminazione da spore di Clostridium spp. potrebbe essere legata alle materie 
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prime usate durante la produzione degli alimenti stessi. E’ stato osservato come 
il numero di genotipi unici aumentasse quando venivano somministrati alimenti 
autoprodotti, rispetto a quando venivano somministrati alimenti commerciali (18 
vs. 4). Quindi, l’uso di alimenti prodotti in loco aumenta la variabilità dei 
genotipi di Clostridium oltre che aumentare le conte di spore nel latte.  
Julien et al. (2008) identificarono diversi genotipi di Clostrium spp. in diversi 
tipi di mangimi per il bestiame che giustificano la presenza di diverse 
popolazioni nel latte. 
Tredici genotipi sono stati ritrovati nel latte indipendentemente dal tipo di 
mangime utilizzato. Tutti i genotipi presenti nel latte proveniente dal 
allevamenti che utilizzavano trebbie di birra bagnate erano molto simili ai 
genotipi ritrovati nel latte proveniente da allevamenti che somministravano 
alimenti autoprodotti. 
Il numero di genotipi rilevati nel latte proveniente dalle sale di mungitura con 
presenza di polveri è stata superiore rispetto a quelle con assenza di polvere (29 
contro 16), ciò indica che la presenza di polvere non solo aumenta la possibilità 
di contaminazione, ma anche la diversità di Clostridium spp. presente nel latte. 
La presenza di Clostridium spp. nelle sale di mungitura con assenza di polvere 
probabilmente era dovuto alla non sufficiente pulizia della mammelle. 
Questi risultati indicano chiaramente come la gestione dell’allevamento possa 
influenzare la variabilità della specie. 
In conclusione, i diversi studi relativi la contaminazione da Clostridium spp. del 
latte ovino ed il difetto del gonfiore tardivo affrontano il problema secondo 
prospettive diverse, tutti però convergono nel sottolineare la carenza di studi e la 
conseguente necessità di approfondire la tematica. 
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4. GONFIORE TARDIVO NEI FORMAGGI 
 
I formaggi sono spesso soggetti a difetti ed alterazioni che li trasformano in 
maniera più o meno profonda, arrivando nei casi più gravi ad annullarne quasi 
completamente il valore commerciale (Vizzardi e Maffeis, 1990). Il difetto del 
gonfiore tardivo consiste in una disorganizzazione della pasta che presenta 
fessurazioni, occhiature a carattere “cavernoso” nella parte centrale ed una 
consistenza in alcuni casi spugnosa (Innocente e Corradini, 1996) (Fig. 11). 
 
 
Fig. 11: occhiature tipiche di formaggi affetti da gonfiore tardivo 
(www.liquida.it). 
 
Il gonfiore tardivo è dato in genere dalla proliferazione all’interno del formaggio 
di batteri sporigeni anaerobi, che fermentando i lattati producono gas, 
principalmente anidride carbonica e/o idrogeno. In genere, questo difetto si 
manifesta nel formaggio in stagionatura dopo qualche settimana o mese dalla 
fabbricazione e si riscontra prevalentemente nella categoria dei formaggi a pasta 
dura e cotta, in seguito alla germinazione delle spore e quindi alla riproduzione 
delle forme vegetative (Carini et al., 1985). 
Il gonfiore tardivo non si riscontra nei formaggi a pasta molle che sono privi di 
una crosta consistente, in quanto la presenza della crosta permette il 
trattenimento dei gas e la formazione di una pressione interna (Alais, 2000). 
D’altra parte, le elevate temperature subite dalle cagliate dei formaggi a pasta 
cotta hanno probabilmente un’influenza favorevole per l’abbassamento del 
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potenziale redox (Eh), per la formazione di composti facilmente assimilabili da 
parte dei clostridi e per la distruzione dei microrganismi antagonisti. 
Il gonfiore è detto tardivo perché nella tradizione, quando la produzione del 
Grana tipico, oggi Parmigiano Reggiano, si effettuava solo tra il 1° aprile ed il 
giorno di San Prospero (24 novembre), tale difetto tendeva a manifestarsi 
nell’estate successiva alla produzione in quanto il rialzo di temperatura nelle 
casere non climatizzate favoriva la crescita microbica (Ottaviani, 1991). 
Il problema del gonfiore tardivo è particolarmente sentito in Italia, dove circa il 
30% del latte prodotto viene destinato a formaggio Grana ed un ulteriore 10% 
alla produzione di formaggi a media o lunga conservazione come Asiago, 
Provolone, Montasio e Pecorino (Bassi et al., 2014). 
Le forme interessate dal difetto presentano un rigonfiamento più o meno 
accentuato dei “piatti” (Fig. 12), nonché la formazione di occhiature e/o 
spaccature più o meno grandi, tendenzialmente riunite al centro della pasta. 
 
Fig. 12: forme di Grana affette da gonfiore tardivo (Spolaor, convegno AITEL 
2014). 
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Il difetto è causato prevalentemente dall’attività fermentativa di due gruppi 
microbici: i clostridi (anaerobici e sporigeni) ed i batteri propionici (anaerobici). 
Entrambi i gruppi sono accomunati dalla capacità di metabolizzare l’acido 
lattico presente nel formaggio in stagionatura e produrre rilevanti quantità di 
gas. I clostridi producono anidride carbonica e idrogeno, mentre i propionici, 
solo anidride carbonica. La produzione di idrogeno può essere rilevata bucando 
la crosta del formaggio e testando l’infiammabilità del gas che ne fuoriesce (Fig. 
13). 
 
Fig.13: gas infiammabile che fuoriesce da una forma bucata di formaggio Grana 
affetto da gonfiore tardivo (Spolaor, convegno AITEL 2014). 
 
• Fermentazione propionica: 
6CH3CHOHCOOH  =  4CH3CH2COOH  +   2 CH3COOH+     2CO2  +  2H2O 
         2000 mg                   1096 mg              446mg         325 mg 
• Fermentazione butirrica: 
6CH3CHOHCOOH     =    3CH3CH2CH2COOH   +  6CO2   +   6H2 
          2000mg                          987 mg                978 mg    44 mg 
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Confrontando la fermentazione butirrica con quella propionica, entrambe 
gasogene e a comparsa tardiva o medio tardiva durante il processo di 
stagionatura dei formaggi a pasta cotta o semicotta, appare evidente che nella 
fermentazione butirrica si formano maggiori quantità di gas, con la conseguenza 
di una più elevata probabilità di comparsa di occhiature, fessurazioni e distacchi 
di pasta nei formaggi a lunga stagionatura. È anche importante la presenza di 
idrogeno che non risultando solubile nella fase acquosa del formaggio esercita 
pressioni tali da determinare più facili fessurazioni delle forme. 
Si è notato che non esiste una correlazione certa tra formazione di gas e presenza 
di clostridi nella pasta del formaggio alterato (Ottaviani, 1991). Ciò non esclude 
la presenza di clostridi, ma indica che la metodica di analisi microbiologica non 
è in grado di rilevare le forme vegetative dello stesso, ma solo quelle sporigene. 
Alla produzione di gas è associata anche la formazione di altre sostanze 
(principalmente acido acetico, acido butirrico, acido propionico) responsabili 
dell’alterazione delle proprietà sensoriali del formaggio. 
Quando il difetto è di modesta entità, il formaggio può essere in parte 
recuperato, destinandolo ad esempio alla preparazione di formaggi fusi, ma se al 
gonfiore è anche associata una certa attività proteolitica e lipolitica, tipica di 
talune specie di clostridi, definite “putrefacenti”, il formaggio può subire 
modificazioni tali da non permettere alcuna forma di recupero, anche parziale, 
del prodotto. In genere, i batteri propionici, rispetto ai clostridi, esplicano 
un’attività fermentativa meno devastante. Infatti, i formaggi interessati dalla sola 
fermentazione propionica, sono facilmente recuperabili e addirittura, in alcuni 
casi, quando la fermentazione non è molto intensa, le sostanze prodotte possono 
arricchire il sapore e l’aroma del formaggio. 
Clostridium tyrobutyricum e C. sporogenes sono riportati come i principali 
responsabili del gonfiore tardivo nei formaggi (Demarco et al., 2006), ma anche 
C. butyricum, C. beijerenkii, C. bifermentans, C. perfringens sono stati isolati 
nel latte e nel formaggio (Bacci et al., 2002). 
La presenza di spore nel latte implica anche aspetti sanitari, in quanto i ceppi di 
alcune specie potrebbero trovare nel formaggio le condizioni idonee per 
produrre neurotossine (C. botulinum, C. butyricum) ed enterotossine (C. 
perfringens) (Sanz et al., 2002). 
Le spore di clostridi butirrici giungono al latte dall’ambiente ed il gonfiore 
tardivo insorge quando nel latte crudo la contaminazione da clostridi supera un 
certo livello. Tale livello è relativamente basso, giacché sono sufficienti poche 
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spore (200 spore/L) per causare gravi danni di gonfiore tardivo nei formaggi a 
lunga stagionatura (Mucchetti e Neviani, 2006). 
E' difficile prestabilire una relazione tra numero di sporigeni presenti nel latte e 
comparsa del difetto, con una difficoltà supplementare costituita dal fatto che i 
metodi usuali di conta valutano la presenza delle spore, mentre responsabili 
della fermentazione sono le forma vegetative. In aggiunta non è facile 
quantificare la germinabilità delle spore poiché l’ecosistema che si instaura 
anche in un formaggio ben prodotto (pH, temperatura, presenza di lattati, 
potenziale redox, aw) non presenta fattori che impediscano a priori la 
germinazione delle spore.  
Studi effettuati sull’Emmental (Le Bourhis et al., 2007) osservano che la 
formazione rapida del gas, tipica del gonfiore precoce, determina una struttura 
spugnosa e genera occhiature piccole e numerose nei punti dove il gas è 
prodotto. Al contrario, la lenta formazione di anidride carbonica, da luogo a 
occhiature meno numerose e di maggiore dimensione. In questo caso, infatti, 
dapprima si ha saturazione della fase acquosa del formaggio da parte dei gas e 
solo dopo i gas si separano dalla soluzione acquosa satura in quelle zone del 
formaggio con struttura più favorevole alla formazione delle occhiature stesse. 
In questo contesto, a causa dell’influenza della temperatura sulla solubilità 
dell'anidride carbonica, la permanenza del formaggio a temperature più elevate 
favorisce la creazione dell’occhiatura. 
Analogamente, il trasferimento di un formaggio gonfio in un locale freddo non 
solo rallenta o blocca l’attività fermentativa, ma può portare ad un collasso o ad 
una riduzione del volume dell’occhio e alla conseguente diminuzione del 
gonfiore. 
Un altro aspetto interessante è la variazione della forma dell’occhiatura in base 
al tipo di pasta. Essa risulta tonda quando la cagliata è elastica e duttile, mentre 
se è poco elastica o friabile, come accade in presenza di sviluppo eccessivo di 
acidità, la formazione di gas determina sfoglie o strappi nella pasta (Alais, 
2000). 
Molti fattori intervengono nella germinazione delle spore clostridiche, i 
principali sono il tenore in acido lattico, l’umidità della pasta, il tenore di NaCl, 
il pH della pasta e la temperatura di conservazione.  
I clostridi butirrici utilizzano l’acido lattico, ma una concentrazione abbastanza 
elevata di questo acido non dissociato (dunque ad pH inferiore a 4.8) esso è 
inibente. 
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L’umidità della pasta influenza lo sviluppo microbico quando i valori di attività 
dell’acqua (aw) sono inferiori a limiti critici, ma può avere influenza indiretta 
ancora più importante nel condizionare l’assorbimento del sale e la sua rapida 
diffusione al centro della forma. 
Il sale assorbito in salamoia penetra verso il centro della forma in tempi 
proporzionali alle dimensioni della stessa, in termini di rapporto tra la superficie 
ed il volume, all’umidità della pasta e alla temperatura. 
Al centro della forma, rispetto alle zone periferiche, sono presenti condizioni di 
maggiore umidità, in relazione al più lento procedere dell’acidificazione e della 
sineresi, di minore concentrazione salina e quindi valori di aw più elevati. Per 
questi motivi il gonfiore tardivo si manifesta prevalentemente al centro della 
forma. 
Sembra accertato che l’inibizione del sale sui clostridi non sia dovuta solamente 
ad un effetto osmotico, ma alla specifica tossicità del sodio che si legherebbe 
agli anioni presenti nel protoplasma cellulare (Taormina et al., 2011). 
Particolare attenzione andrebbe rivolta alle temperature di conservazione del 
formaggio nel periodo intercorrente tra l’inizio della salatura e la completa 
diffusione del sale nella pasta (Spolaor et al., 1997). È questa una fase molto 
delicata perché, soprattutto nella parte centrale della forma, viene meno l’azione 
protettiva del sale. 
Mantenere in questo intervallo di tempo una temperatura inferiore a 9°C, soglia 
critica per lo sviluppo dei clostridi, permette di evitare l’innesco di 
fermentazioni anomale (Ghoddusi et al., 2013). 
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5. METODI DI ENUMERAZIONE ED 
IDENTIFICAZIONE DEI CLOSTRIDI NEI 
PRODOTTI LATTIERO-CASEARI 
 
5.1. TERRENI PER LA COLTIVAZIONE DEI CLOSTRIDI  
I clostridi crescono facilmente sui comuni terreni di coltura per germi anaerobi, 
incubati in stretta anaerobiosi (90% H2, 10% CO2), in cui il potenziale di ossido-
riduzione è molto basso, condizione che in laboratorio viene realizzata mediante 
l'impiego di giare nelle quali l'anaerobiosi è prodotta cataliticamente a freddo, 
con l'impiego di appositi termostati per anaerobiosi o utilizzando particolari 
terreni caratterizzati dal fatto di avere un potenziale di ossido-riduzione molto 
basso al loro interno (Poda et al., 1997).  
Tali terreni contengono vari ingredienti, quali estratto di lievito, emina, vitamina 
K, sangue di montone al 5%, che soddisfano le esigenze nutritive della maggior 
parte dei batteri anaerobi, e alcuni agenti riducenti (frequentemente tioglicolato 
di sodio o L-cisteina), che contribuiscono ad allontanare l'ossigeno dal terreno 
stesso. L'aggiunta di particolari antibiotici, quali colistina e acido nalidixico,che 
inibiscono la crescita dei batteri gram-negativi, rende il terreno selettivo nei 
confronti dei gram-positivi. 
Di seguito sono descritti i principali terreni utilizzati per la ricerca del clostridi 
butirrici: 
Reinforced Clostridial Medium (RCM) 
Terreno semisolido, con eccellenti proprietà nutritive per le varie specie di 
clostridi. E’ usato per la coltivazione di microrganismi anaerobi provenienti da 
campioni di cibo o per studi clinici. 
E’ un terreno di arricchimento non selettivo formulato da Hirsch e Grinstead 
(1954) avente come scopo principale di isolare i microrganismi formanti spore 
in condizioni di anaerobiosi, specialmente Clostridium spp.. 
Questo terreno contiene peptone, estratto di carne, vitamine e amminoacidi. Il 
cloruro di sodio provvede a mantenerel’adeguato equilibrio osmotico del 
terreno. L’aggiunta di Polimixina B (15-20 mg/L) inibisce la crescita dei 
microrganismi Gram negativi. Una piccola percentuale di agar (0.5%) ritarda la 
dispersione dell’anidride carbonica e la diffusione dell’ossigeno nel terreno. 
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Nonostante tutto, a causa delle specifiche esigenze nutrizionali, alcuni ceppi 
possono crescere con difficoltà o non crescere su questo terreno. Sono quindi 
necessarie ulteriori prove per la confermare la presenza di Clostridium spp.. Tra 
queste, l’attività catalasica, che è negativa nei clostridi. A tale scopo le colonie 
sono bagnate con una goccia di acqua ossigenata al 3%, la mancata produzione 
di bollicine derivante dalla scissione in ossigeno e acqua dell’acqua ossigenata 
stessa, è indice di risultato negativo. 
Inoltre, per evidenziare i clostridi butirrici lattato-fermentanti è sufficiente 
aggiungere al terreno lattato di sodio in ragione di 5g/L. 
 
Reinforced Clostridial Medium modificato 
Utilizzato in alternativa al precedente terreno per l’isolamento di clostridi solfito 
riduttori. 
La composizione è identica a quella dell’RCM con l’aggiunta di 10 mL di 
soluzione di solfito di sodio al 6.25% in acqua e 40 gocce di una soluzione di 
allume ferrico al 5% in acqua. 
Si considerano colonie di clostridi solfito riduttori quelle nere. 
 
Terreno di Angelotti (S.P.S.) 
Utilizzato per la ricerca e l’enumerazione dei clostridi solfito riduttori. 
Composto da triptosio, peptone soia, citrato ferrico ammonico, estratto di carne 
e agar. Come agenti selettivi vengono utilizzati polimixina (0.1%) e 
sulfametazina (1.2%),quali inibitori degli altri Gram positivi. L’anaerobiosi è 
assicurata dall’utilizzo di tappi di paraffina. 
I clostridi solfito riduttori crescono con colonie nere immerse nell’agar e con 
produzione di gas, evidenziata da spaccature del terreno e dall’innalzamento del 
tappo di paraffina. Se l’incubazione avviene a 44°C, le colonie nere produttrici 
di gas sono considerate presumibilmente appartenenti alla specie C. perfringens, 
in tal caso si procede con prove di conferma di tipo biochimico. 
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Schaedler agar 
Lo Schaedleragar è preparato in accordo alla formulazione descritta da 
Schaedler e Dubos. Il terreno, con l’aggiunta di arricchimenti ed agenti inibitori, 
è particolarmente indicato per la coltivazione dei microrganismi anaerobi. 
Questo terreno è privo di sodio tioglicolato e le condizioni riducenti sono 
ottenute mediante l’impiego di cisteina e del glucosio. La cisteina, inoltre, 
sopprime la crescita di E. coli attraverso il blocco di alcune sue reazioni 
enzimatiche. Il glucosio è utilizzato a concentrazioni tali da non influenzare le 
reazioni emolitiche. L’aggiunta di vitamina K1 stimola la crescita dei 
microrganismi anaerobi Gram negativi sporigeni.  
Il terreno è incubato a 35°C per 48 ore in anaerobiosi e si può effettuare una 
prima lettura. In caso di risultato negativo prolungare l’incubazione fino a 7 
giorni. 
 
Bryant Burkey Broth Base con Resazurina 
Il terreno sviluppato da Bryant e Burkey e modificato da Bergère, è indicato per 
il conteggio delle spore dei clostridi fermentanti il lattato ed in particolare per la 
determinazione di Clostridium tyrobutyricum responsabile del gonfiore tardivo 
di certi formaggi. 
Contiene triptone, estratto di lievito, estratto di carne, sodio acetato, cistina HCl 
e resazzurina come indicatore redox. Quest’ultima evidenzia, infatti, attraverso 
una reazione colorimetrica, lo stato d’ossidazione o riduzione del mezzo. 
Questo terreno è spesso utilizzato in nella metodica MPN. La fermentazione del 
lattato in presenza di sodio acetato si evidenzia con la formazione di gas 
(idrogeno ed anidride carbonica) che provoca il sollevamento del tappo di 
paraffina utilizzato per chiudere le provette. 
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5.2 TECNICHE DI ENUMERAZIONE DEI CLOSTRIDI 
 
La conta dei clostridi presenta numerose difficoltà derivanti dal fatto che essi 
esigono terreni colturali molto ricchi e perciò non selettivi, nei quali possono 
proliferare molti altri batteri, e dall’ attuale carenza di sostanze in grado di agire 
selettivamente sulla micro-flora non sporigena, sempre presente nei campioni da 
analizzare. 
Tra le metodiche sviluppate per la quantificazione dei clostridi butirrici citiamo 
la tecnica MPN e la real-time PCR. 
 
Most Probable Number (MPN) 
La metodica d’analisi microbiologica più utilizzata per la stima del contenuto in 
spore clostridiche nel latte si avvale della tecnica del numero più probabile 
(secondo la terminologia inglese MPN- Most Probable Number). La scelta di 
questa metodica deriva dalla necessità di contare nel latte un numero spesso 
molto contenuto di spore, generalmente compreso tra 0.1 e 20 per mL di latte, 
tanto che comunemente si preferisce esprimerne il contenuto per litro di latte.  
Si tratta di un metodo statistico basato sulla probabilità di rilevare sviluppo 
microbico dopo aver inoculato diluizioni seriali del campione in analisi in tubi 
multipli contenenti terreno liquido. Il campione dovrebbe essere diluito in 
maniera tale che le diluizioni più elevate non presentino microrganismi 
(“diluizione all’estinzione”). I migliori risultati si hanno quando tutti i tubi 
inoculati con le diluizioni più basse risultano positivi e tutti i tubi inoculati con 
le diluizioni più alte risultano negativi. 
Questa metodica fu messa a punto da Weinzirl (1916) per la conta dei clostridi e 
prevedeva che per la prima diluizione si utilizzasse come terreno lo stesso latte 
in esame. Non appena Weinzirl prese atto che la metodica era in grado di 
rilevare solamente la presenza di clostridi fermentanti il lattosio e non le specie 
fermentanti il lattato, come C. tyrobutyricum, modificò la procedura 
aggiungendo al substrato il lattato ed altri composti che ne stimolavano lo 
sviluppo (acetato di sodio, estratto di lievito e acqua). 
La necessità di disporre di una tecnica analitica efficiente e riproducibile ha 
portato alla formulazione di nuovi mezzi di coltura liquidi (Annibaldi, 1969; 
Lodi et al., 1997) da utilizzare associati al metodo Weinzirl (detti metodi 
Weinzirl modificati). 
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Il metodo di Weinzirl consiste nei passaggi di seguito riportati: 
 Prima di essere utilizzato, il campione deve essere omogeneizzato in 
modo che le spore eventualmente adese ai globuli di grasso presenti in 
superficie si disperdano nel campione, per questo il campione è incubato a 
25 – 30 °C per 10-30 min; 
 Un ml di latte crudo diluirlo in 9 mL di diluente, che solitamente è 
costituito da soluzione di Ringer, ottenendo una diluizione 1:10. Da qui si 
procede prelevando 1 mL di questa soluzione e dispensandolo in ulteriori 
9 mL di Ringer (diluizione 1:100); 
 Si utilizzano 5 o 3 provette, in funzione dello schema di analisi scelto, 
contenenti il terreno RCM e si trasferisce in ciascuna 1 mL del campione 
liquido da analizzare oppure 1 mL dell’omogenato 1:10 nel caso di 
campioni solidi; 
 In un’altra serie di 5 o 3 provette contenenti RCM si trasferisce 1 mL 
della diluizione successiva corrispondente 1:10 o 1:100 se è solido; 
 Si ripete l’operazione con un' ulteriore diluizione, 1:10 per il latte e 
1:1000 per i campioni solidi. Si versano poi in ciascun tubo 2.5 mL 
costituiti da una miscela di paraffina e vaselina fuse; 
 Le provette sono immerse in un bagnomaria termostatato a 85°C per 15 
min, in modo da simulare il trattamento di pastorizzazione. Dopo il 
trattamento, per evitare che le spore possano passare allo stato vegetativo 
e risentire della pastorizzazione, è opportuno che tra la fase di inoculo e 
quella di pastorizzazione non trascorrano più di 15 min; 
 Ultimata la pastorizzazione, i tubi vengono immediatamente raffreddati 
alla temperatura di incubazione (37°C) o inferiore. I tubi sono quindi 
incubati a 37°C per 7 giorni. 
Lo sviluppo microbico dopo incubazione dei brodi inoculati potrà essere 
valutato dopo 7 giorni osservando le provette: si considerano positive quelle in 
cui il tappo di paraffina si è sollevato di almeno 1 cm e si annotano il numero di 
positivi presenti per ogni diluizione. 
I valori ottenuti sono confrontati con apposite tabelle statistiche, tra le quali la 
più usata è quella di Mc Crady. In queste tavole, è riportato il valore del numero 
più probabile di microrganismi per varie combinazioni di tubi positivi ed inoltre 
è indicato l’intervallo, con il valore massimo e minimo, entro il quale cade il 
95% degli altri valori possibili per una specifica combinazione di risultati. 
Nonostante il metodo presenti alcuni svantaggi, come ad esempio il fatto di non 
essere in grado di discriminare le diverse specie del genere Clostridium ed i 
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lunghi tempi di attesa per ottenere i risultati, è utilizzato come test di routine per 
monitorare la presenza di clostridi in latte e formaggi. 
Infatti, la metodica MPN applicata per lunghi periodi, consente di verificare 
l’andamento delle cariche in spore di clostridi nel latte e di verificare se 
determinate procedure di lavorazione adottate, come la centrifugazione o la 
maturazione, possano alterare la popolazione clostridica (Yi-Cheng et al., 1999). 
L’MPN è stato inoltre utilizzato per verificare la presenza di clostridi negli 
insilati (Giffel et al., 2002). 
Recenti ricerche condotte sui clostridi butirrici,hanno affiancato i risultati 
derivanti della metodica MPN a quelli ottenuti per mezzo di metodiche 
molecolari, come Real Time-PCR (Enriquez et al., 2007) oppure PCR-multiplex 
(Cremonesi et al., 2012). 
 
Real Time PCR 
La real-time PCR, o PCR quantitativa, è una tecnologia utilizzata per 
quantificare gli acidi nucleici. In particolare, tramite questa metodica il DNA 
viene quantificato dopo ogni ciclo di amplificazione grazie all’uso di intercalanti 
aspecifici del DNA (SYBR Green) o di sonde specifiche che emettono 
fluorescenza quando ibridate. 
Questa tecnica associa amplificazione e quantificazione in un’unica reazione. 
In una reazione di real-time PCR, la fluorescenza aumenta in proporzione 
all’accumulo dei prodotti di PCR (Fig. 14).  
Durante la fase esponenziale della PCR, la quantità di copie di DNA prodotte è 
proporzionale alla quantità presente in partenza nel campione; ciò è rilevabile 
grazie alla misurazione in “tempo reale” della fluorescenza emessa da fluorofori 
usati durante l’amplificazione. 
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Fig.14: ciclo di Real Time PCR e rappresentazione dei dati in forma 
esponenziale (bio-rad.com). 
 
Quindi, maggiore è il numero delle “molecole stampo” presenti all’inizio della 
reazione e minore sarà il numero di cicli necessari per raggiungere un 
determinato valore minimo di ammontare di prodotto amplificato (Cycle 
threshold (Ct) - ciclo soglia) (Fig. 15). 
 
 
Fig. 15: rappresentazione di una quantitativa relativa della rilevazione di 
fluorescenza di una Real Time PCR. I numeri evidenziati rappresentano due 
valori di ct (bio-rad.com). 
 
La Real Time PCR è stata utilizzata per rilevare e quantificare la presenza di 
Clostridium tyrobutyricum nel latte crudo e nel latte UHT (Enriquez et al., 
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2007). Il limite di detenzione di tale approccio era pari a 25 spore in 25 mL di 
latte contaminato artificialmente. 
Recentemente, è stato messo a punto un protocollo di Real Time PCR multiplex 
in grado di identificare e quantificare in modo rapido la presenza di C. 
beijerinckii, C. sporogenes e C. tyrobutyricum in campioni di latte crudo 
infettati artificialmente (Morandi et al., 2015). 
I limiti di rilevazione riportati dagli autori sono pari a 300 CFU/50 mL per C. 
beijerinckii, 2 CFU/50 mL per C. sporogenes e 5 CFU/50 mL per C. 
tyrobutyricum. 
Questa tecnica viene utilizzata previa estrazione del DNA direttamente dal 
campione in esame e quindi per ricercare e quantificare i microrganismi 
direttamente nelle matrici alimentari, bypassando tutti i problemi legati ad 
isolamento e coltivazione e fornendo un’indicazione sul grado di 
contaminazione di quest’ultima. 
Tuttavia, il limite principale della Real Time PCR è quello di non essere in 
grado di discriminare le cellule vitali dalle cellule non vitali. Per risolvere il 
problema si utilizzano metodiche basate sull’amplificazione dell’RNA. 
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5.3 METODICHE PER L’IDENTIFICAZIONE DEI 
CLOSTRIDI 
 
Nel definire la composizione microbica di un prodotto fermentato come il 
formaggio è di fondamentale importanza disporre di metodi che permettano di 
discriminare ed identificare in modo attendibile le varie specie. 
A tal fine, i microrganismi vengono isolati in opportuni terreni di crescita e 
viene prelevato un significativo numero di colonie. Un primo approccio 
identificativo consiste nella valutazione di alcune caratteristiche fenotipiche 
quali la morfologia cellulare, la reazione alla colorazione di Gram, la presenza di 
attività catalasica, la crescita a diversi valori di temperatura e di pH e la crescita 
in anaerobiosi.  
Un notevole contributo per una più attendibile identificazione e 
caratterizzazione batterica è derivato dall’utilizzo, accanto ai metodi fenotipici 
tradizionali, di metodi molecolari basati sullo studio delle proteine cellulari e del 
DNA.  
Le metodiche biomolecolari sviluppate per l’identificazione di Clostridium spp. 
negli alimenti possono essere utilizzate per l’analisi diretta dei campioni (metodi 
coltura-indipendenti) o possono essere applicate dopo l’approccio tradizionale di 
isolamento (metodi coltura-dipendenti). 
Nel primo caso, i tempi di risposta risultano più rapidi, tuttavia, poiché il DNA 
target rappresenta in genere solo una minima percentuale del DNA totale 
estratto dall’alimento si riduce notevolmente la sensibilità. Infine, poiché i 
metodi di estrazione del DNA prevedono l’utilizzo di quantità di campione 
minime (50-500 mg) la rappresentatività del campione iniziale può essere un 
problema. Nel secondo caso, viene analizzato solo il DNA estratto dalle cellule 
vive o coltivabili,quest’approccio tuttavia non risulta applicabile per un’analisi 
quantitativa. 
Le principali metodiche di identificazione dei clostridi butirrici sono 
l’isolamento mediante terreni di coltura, PCR ed il sequenziamento. 
 
PCR Specie -Specifica e Multiplex-PCR 
La PCR consente l’amplificazione di regioni del genoma batterico dalla 
sequenza caratteristica per una determinata specie delle quali si conoscono le 
sequenze nucleotidiche a monte a valle. 
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Questa metodica è molto utilizzata per l’identificazione dei clostridi butirrici nei 
prodotti alimentari in quanto presenta un’elevata specificità, rapidità e velocità 
di esecuzione. Inoltre, è stata ampiamente dimostrata la sua maggiore efficacia e 
sensibilità rispetto ai metodi tradizionali (Gouws et al.,2005). 
Lo scopo della PCR è quello di ottenere un numero esponenziale di copie di una 
sequenza di DNA, sia essa un gene o parte di questo. 
I reagenti fondamentali per l’analisi tramite PCR sono: 
 DNA stampo, cioè il DNA batterico ottenuto tramite estrazione, 
comprende il frammento da amplificare; 
 Primers forward e reverse, oligonucleotidi con sequenza complementare 
alle regioni rispettivamente a monte e a valle della sequenza da 
amplificare, fungono da innesco; 
 Nucleotidi, basi azotate per la sintesi di nuovo DNA; 
 Enzima DNA-Polimerasi, che lega i nucleotidi ai primers, sono 
generalmente derivate da batteri termofili, e quindi stabili ad elevate 
temperature; es. Taq Polimerasi; 
 Buffer, che fornisce l’ambiente chimico ideale per la DNA Polimerasi; 
 Magnesio cloruro, importante per regolare la sensibilità della polimerasi. 
La reazione di PCR consta di tre fasi principali (Fig. 16), che avvengono 
all’interno di un termociclatore: 
 
1). Denaturazione a 94°C (Melting): Durante la denaturazione, i due filamenti 
di DNA si separano e tutte le reazioni enzimatiche si arrestano; 
2). Appaiamento dei primers (Annealing): La temperatura di questa fase 
dipende dalle caratteristiche dei primers usati (di solito compresa tra 50- 60°C).  
I primers sono complementari alle due estremità 3' della sequenza da amplificare 
e ibridano con i due filamenti denaturati. La sequenza dei primers è orientata in 
modo da poter guidare la polimerizzazione del DNA (senso 5'-3') nel tratto 
compreso tra le due regioni a cui essi si associano; 
3). Estensione (Elongation): La temperatura di estensione dipende dalla DNA 
Polimerasi utilizzata (70 –75 °C). Durante l’estensione, la Polimerasi estende i 
primers aggiungendo le basi (complementari al templato) all’estremità 3’. Il 
risultato sono 2 copie di DNA a doppio filamento. 
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Fig. 16: tre fasi della PCR (Office of educational techonology.com). 
 
L’utilizzo della PCR per l’amplificazione del DNA di clostridi butirrici 
direttamente dal latte crudo necessita procedure preliminari in modo da poter 
estrarre il DNA delle spore, procedura non semplice in quanto le spore 
presentano una struttura difficile da rompere. Di solito le spore sono concentrate 
mediante centrifugazione e il DNA sporale liberato mediante lisi enzimatica o 
trattamento con microonde. 
I primi esperimenti che utilizzavano la PCR per l’identificazione dei clostridi 
butirrici si basavano sull’amplificazione dell’intero gene 16S rRNA ed alcuni 
frammenti del 23S rRNA, in seguito sono stati sviluppati protocolli più specifici. 
Klijn et al. (1995), per dimostrare la relazione tra i clostridi butirrici ed il 
gonfiore tardivo nei formaggi, misero a punto una PCR in grado di amplificare 
una parte del gene 16S rRNA in combinazione con l’ibridazione di sonde specie 
specifiche. Dall’analisi di formaggi in commercio identificarono in tutti i 
campioni C. tyrobutyricum ed in alcuni anche C. beijerinckii. 
Successivamente, Herman et al. (1995) misero a punto una PCR in grado di 
identificare C. tyrobutyricum da 100 ml di latte crudo tramite l’amplificazione di 
regioni dei geni 16S e 23S rRNA. Per l’identificazione di C. tyrobutyricum 
venivano effettuate due PCR ed in seguito,per aumentare la specificità,era 
prevista una Nested PCR, per l’amplificazioni di regioni interne dei geni 16S e 
32S rRNA. 
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Una variante della PCR, la multiplex PCR, permette l’amplificazione 
contemporanea di più porzioni target all’interno del genoma mediante l’utilizzo 
di più coppie di primers. Studi più recenti su latte crudo e formaggi (Morandi et 
al., 2015; Cremonesi et al., 2012) hanno previsto l’impiego di questa tecnica per 
rilevare in un'unica fase le diverse specie di clostridi butirrici implicate nel 
gonfiore tardivo. 
 
Sequenziamento 
Il sequenziamento permette di analizzare la struttura primaria di un determinato 
frammento di DNA nel genoma batterico.  
Questa tecnica prevede quindi l’amplificazione tramite PCR di un frammento 
specifico di cui si intende conoscere la sequenza ed una successiva reazione di 
amplificazione utilizzando specifici nucleotidi terminatori marcati. 
Il prodotto di quest’ultima reazione viene analizzato mediante elettroforesi 
capillare su analizzatore automatico di frammenti. Il risultato si esprime 
sottoforma di elettroferogramma, che viene poi analizzato mediante l’uso di 
appositi software e confrontato con banche dati. 
Il gene più utilizzato come target per l’identificazione di microrganismi è il 16S 
rRNA. 
Il 16S rRNA è una molecola relativamente grande, dotata della medesima 
funzione in ogni organismo, in quanto coinvolta nella sintesi delle proteine, e 
per questo caratterizzata da regioni altamente conservate, che presentano la 
stessa sequenza in tutti i batteri. Allo stesso tempo, però questo gene presenta 
anche regioni altamente variabili, con sequenza caratteristica per ciascuna specie 
batterica, e che possono quindi essere sfruttate per analisi filogenetiche. 
Il gene 16S rDNA del genere Clostridium è stato recentemente sequenziato 
(Kalia et al., 2011), utilizzando primers che prendessero in considerazione le 
oltre 110 specie di questo genere. 
Nel 2015 utilizzando il sequenziamento Sang Joon Mo et al. hanno sequenziato 
il genoma di C. butyricum isolato da feci di bambini. 
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6. METODI DI CONTROLLO DEL GONFIORE 
TARDIVO DEI FORMAGGI E RISANAMENTO 
 
I metodi di controllo del gonfiore tardivo dei formaggi vengono distinti in 
metodi preventivi, che hanno lo scopo di evitare l’inquinamento del latte, ed in 
metodi curativi, tesi a ridurre i danni dovuti all’avvenuta contaminazione del 
latte con spore di clostridi. 
 
6.1 METODI PREVENTIVI 
 
Sono rappresentati da tutte quelle operazioni messe in atto per dare sufficiente 
garanzia che non avvenga l’inquinamento del latte. 
I clostridi sono presenti normalmente nel terreno e possono contaminare i 
foraggi durante la raccolta. Soprattutto nei foraggi insilati in maniera non 
adeguata, alcune specie di clostridi possono trovare le condizioni ottimali per 
moltiplicarsi. La proliferazione dei clostridi può avvenire sia durante la fase di 
acidificazione e di conservazione (Colombari et al., 2001), quando l’insilato è 
ancora sigillato, sia durante la fase di consumo, quando l’insilato viene aperto 
(Borreani e Tobacco, 2008). 
Quando l' insilato è esposto all'aria, l'ossigeno penetra all'interno, e i 
microrganismi acidofili aerobi (ad esempio i lieviti) consumano l' ossigeno e, 
allo stesso tempo, alcune sostanze che inibiscono la crescita dei clostridi, come 
gli acidi organici prodotti durante la fermentazione anaerobica. La diminuzione 
di ossigeno e di acidità porta allo sviluppo di micro-nicchie con meno attività 
inibitoria, in cui potrebbero svilupparsi i clostridi (Colombari et al., 2001). 
Lo sviluppo dei clostridi è generalmente legato ad una lenta ed insufficiente 
acidificazione del foraggio da parte dei batteri lattici. Ciò può essere attribuibile 
ad una eccessiva acquosità e/o ad un insufficiente contenuto in zuccheri 
fermentescibili. 
Il controllo dello sviluppo clostridico negli insilati è principalmente dovuto 
all'interazione del pH e al contenuto di sostanza secca (Wieringa, 1969). 
Da recenti studi il silomais è risultato il foraggio più soggetto a contaminazione 
da spore clostridiche (Zucali et al., 2014), specialmente quando la sostanza secca 
è inferiore al 35% e con un pH superiore a 4.5, per cui l’accurata preparazione e 
conservazione di questo tipo di insilato è di fondamentale importanza. 
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Il silomais rappresenta in genere il foraggio base della razione unifeed o “piatto 
unico” poiché funge da legante per i componenti della miscela. 
Il consorzio di tutela del Parmigiano Reggiano non ammette pertanto l’utilizzo 
dell’insilato di mais e vede con estrema diffidenza la tecnica dell’unifeed 
indipendentemente dagli alimenti utilizzati. La tecnologia di produzione del 
Grana Padano, al contrario, non prevede nessun vincolo in tal senso e per evitare 
i danni provocati dall’utilizzo di elevate quantità di insilati si ricorre, pertanto, 
all’impiego di additivi nel latte da trasformare (formaldeide e lisozima) (Neviani 
et al., 2013). 
Come precedentemente accennato, un’altra situazione a rischio relativamente 
alla contaminazione da clostridi è il momento dell’apertura del silo, infatti anche 
in questo periodo i clostridi possono moltiplicarsi e creare poi problemi in sede 
di caseificazione (Vissers et al., 2006).  
Risulta quindi fondamentale per evitare la contaminazione da spore clostridiche 
la produzione di insilati di qualità, partendo da buone materie prime, condizioni 
di fermentazione e pH idonei e sostanza secca superiore al 35% (Rammer et al., 
1996; Vissers et al., 2007) . 
I punti più importanti da seguire per ottenere insilati di alta qualità e salubri per 
gli animali sono i seguenti:  
 
 Veloce avanzamento del fronte di taglio veloce: scegliere una trincea stretta 
per avere almeno 25 cm di avanzamento al giorno in estate e 15 cm in 
inverno;  
 Compattazione al momento dell’allestimento del silo mediante l’uso 
macchine pesanti;  
 Riduzione della porosità della massa stoccata, mediante l’aumento della 
quantità di insilato per m3. L’obiettivo può essere raggiunto solo 
compattando accuratamente il foraggio fin dalle prime fasi; 
 Evitare di imbrattare di terra l'erba, il fieno ed il foraggio trinciato; 
 Pulire accuratamente dalla terra le ruote ed i cingoli dei trattori prima di 
pressare la massa da insilare; 
 Non somministrare agli animali lo strato superficiale del cumulo di insilato 
(30 cm nella parte superiore e 20 cm ai lati) e comunque ogni parte 
palesemente alterata; 
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 Raccogliere e somministrare la quantità di foraggi freschi o insilati che gli 
animali sono in grado di consumare subito, evitando di formare cumuli di 
alimento non consumato che può andare incontro a fermentazioni; 
 Lo spandimento di letame in campo deve essere il più uniforme possibile, 
così come bisogna attendere un intervallo di tempo adeguato tra la 
distribuzione del letame ed il raccolto, in modo tale da evitare l’introduzione 
di aggregati di letame all’interno del silo (Drouin e Lafrenière, 2012). 
 
La questione delle spore nel latte è da affrontarsi su diversi piani, sia della buona 
gestione delle pratiche di fienagione o di produzione degli insilati, che della 
pulizia degli  animali in stalla e della corretta mungitura. 
In stalla le fonti di contaminazione da spore di maggiore rilievo sono le feci 
(Naudeau et al., 2010) ed il pulviscolo (Arias et al., 2013). Lo studio di Naudeau 
et al. (2010) ha evidenziato una relazione diretta tra contenuto di spore nelle feci 
e nel latte, ed inoltre riscontra una concentrazione delle spore fino a 1000 volte 
superiore rispetto agli alimenti nei quali queste erano presenti, inquinando così 
l’ambiente di stalla.  
La mammella imbrattata di feci rappresenta, quindi, la principale fonte di 
inquinamento del latte, specialmente durante i mesi invernali quando gli animali 
sono alloggiati per la maggior parte del tempo nelle stalle (Magnusson et al., 
2007). Infatti, una lettiera caratterizzata da notevole presenza di materiale fecale 
imbratta facilmente le mammelle. Magnusson et al. (2007) hanno inoltre messo 
in evidenza come la segatura utilizzata per le lettiere possa essere un probabile 
serbatoio di batteri sporigeni. 
Bisogna tener presente che la sala di mungitura deve essere confortevole sia per 
il mungitore, che per gli animali; la pulizia dei locali e della sala di attesa deve 
essere effettuata almeno due volte al giorno ed immediatamente se le bovine 
defecano durante la mungitura. 
Per quanto riguarda gli allevamenti ovini, un recente studio (Arias et al.,2013) 
ha messo in rilievo l’importanza della polverosità nelle stalle in relazione alla 
contaminazione clostridica. È importante, soprattutto in caso di stabulazione 
fissa, evitare di sollevare il pulviscolo somministrando fieno, smuovendo la 
paglia o scopando durante la mungitura. 
Resta comunque fondamentale per evitare contaminazioni e per il benessere 
degli animali, qualunque sia il tipo di stabulazione, non alloggiare un numero di 
animali superiore a quello per cui è stata dimensionata la stalla. 
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Per diminuire o evitare la contaminazione da clostridi è sufficiente adottare delle 
misure di prevenzione in stalla: 
 Evitare le lettiere bagnate; controllarne e migliorarne lo stato, anche 
mediante l’impiego di tappeti in gomma e pulendo sotto gli stessi; 
 Mettere in quarantena le bovine che cambiano zona prima di introdurle 
nella mandria, visto che il loro pelo e il tubo digerente potrebbe essere 
pieno di batteri butirrici; 
 Pulire la mangiatoia due volte al giorno, in particolare pulire 
periodicamente gli abbeveratoi e le tramogge degli autoalimentatori; 
 Assicurare un adeguato ricambio di aria, non solo per il benessere delle 
bovine, ma anche per allontanare le spore (utili i ventilatori sia in stalla 
che in sala mungitura); 
 Eliminare i resti di foraggio senza che transitino dalle lettiere. 
 
Un’igiene rigorosa e correttamente applicata durante la mungitura è 
indispensabile per ottenere un latte povero di batteri butirrici (Vissers et al. 
2006). Infatti, è stato dimostrato come l’immersione delle tettarelle in detergenti 
prima e dopo la mungitura e l’igiene nella sala di mungitura riducano 
notevolmente la contaminazione clostridiale a livello delle mammelle 
(McKinnon e Pettipher, 1983; Stadhouders e Jørgensen, 1990). 
I detergenti utilizzati per la pulizia delle tettarelle non sono in grado di 
disattivare le spore, però se accoppiati con l’asciugatura delle mammelle 
mediante salviette monouso è possibile ridurre l'incidenza della contaminazione 
(Jayarao et al., 2004; Gleeson et al., 2013). 
Tenendo a mente che basta un grammo di feci per inquinare un quintale di latte, 
risulta importante prendere le dovute precauzioni prima e dopo la mungitura: 
 
 Evitare la formazione di polvere e di schizzi prima e dopo la mungitura; 
 Assicurarsi della pulizia del bestiame; 
 Portare abiti puliti e mungere con mani pulite; 
 Pulire sistematicamente i capezzoli prima della mungitura con carta 
monouso; 
 Scartare i primi getti di latte usando unrecipiente a fondo nero; 
 Applicare i gruppi di mungitura accuratamente, senza aspirare aria; 
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 Evitare di toccare con le mani non lavate tutte le superfici che entreranno 
in contatto diretto o indiretto con il latte; 
 Evitare di fare altri lavori durante la mungitura. 
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6.2 METODI CURATIVI 
 
La microflora del latte crudo ha origine dall’ambiente fisico di produzione del 
latte, in un certo senso può essere considerata un’impronta dell’ambiente di 
produzione. In seguito, l’ecosistema microbico del latte può essere modificato 
mediante differenti interventi dell’uomo, che possono essere: fisici, biologici, 
tecnologici oppure prevedere l’aggiunta di additivi. 
 
METODI FISICI 
Sono i metodi più semplici e si basano sulle proprietà fisiche delle spore 
clostridiche. 
 
Bactofugazione 
Fa parte dei processi di lavorazione del latte che vengono solitamente svolti 
prima del trattamento termico (ad esempio la pastorizzazione). E’ un processo 
fisico che sfrutta la forza centrifuga ad alta velocità (8000 - 10.000 giri) come 
mezzo di risanamento del latte. Consente di separare dal latte parte dei 
microrganismi e delle spore, che sono significativamente più pesanti rispetto alle 
altre componenti del latte. Oltre a ciò, questo processo ha come vantaggi quello 
di poter essere inserito nella linea tecnologica automatizzata, oltre che di poter 
essere effettuato a temperature di pastorizzazione. 
È un mezzo efficace per eliminare le spore dei clostridi , ma la temperatura di 
80°C, consigliata per una rimozione delle spore superiore al 99%, è troppo 
elevata per la produzione di formaggi a pasta cotta; poiché con il latte così 
trattato si osservano difetti della pasta (Stack et al., 1998); inoltre, questo 
processo porta alla riduzione anche dei batteri propionici, e quindi limita 
l’occhiatura desiderata in alcuni tipi particolari di formaggio. 
È possibile bactofugare a temperature inferiori a 80 °C, ad esempio alla 
temperatura di 65 °C, raggiungendo un’efficacia del 95-96% (Majdik, 2013) e 
potendo in questo modo utilizzabile applicare questo trattamento per varie 
tipologie di formaggio. 
È possibile, inoltre, secondo la quantità di spore presenti nel latte, bactofugarne 
una parte e successivamente rimiscelarla al latte non trattato (Kosikowski e 
Mistri, 1997), in modo da avere un limitato numero di spore finali. 
La bactofugazione presenta tuttavia degli aspetti negativi. Si riscontra, ad 
esempio una lieve influenza negativa sulle rese di produzione a causa di una 
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limitata perdita di micelle caseiniche di diametro maggiore (Bottazzi, 1993) ed 
in studi effettuati sulla produzione di mozzarella (Faccia et al., 2013) si è 
riscontrata un cambiamento nella texture, anche se odori e sapori rimanevano 
inalterati. 
Per evitare le problematiche connesse alla bactofugazione Su e Ingham (2000) 
hanno messo a punto un protocollo di bactofugazione “soft” (3000 giri x 30 s) 
che nel formaggio Gouda ha portato alla riduzione del 60% delle spore 
clostridiche. 
 
Affioramento 
Detto anche affioramento della crema, consiste nella formazione di aggregati di 
globuli di grasso (clustering) che salendo verso la superficie esercitano un 
azione filtrante, trasportando con loro gli eventuali microrganismi presenti nel 
latte. 
L’azione di riduzione della contaminazione batterica dell’affioramento, sia pure 
significativa in termini percentuali di microrganismi allontanati, è aspecifica. 
Questo significa che se nel latte sono presenti numerosi germi di specie 
anticasearie, come ad esempio alcune specie di clostridi butirrici, questi 
possono, dopo affioramento, restare nel latte scremato in un numero ancora 
sufficiente per provocare fermentazioni anomale che porteranno al difetto del 
gonfiore tardivo (Lafarge et al. 2004). 
Lo sviluppo della popolazione microbica durante la scrematura spontanea è stata 
studiata specialmente in vitro (Dellaglio et al. 1969), mentre il comportamento 
di ceppi patogeni è stato studiato in diverse condizioni di scrematura (Carminati 
et al . 2008; Panari et al., 2007). Questi studi hanno messo in risalto la necessità 
di prevenire lo sviluppo dei microrganismi non desiderati mediante l’impiego di 
una materia prima dall’ineccepibile qualità microbiologica. 
Il problema si pone con particolare evidenza nel caso del latte refrigerato, che ha 
sostato a lungo alla stalla prima del conferimento al caseificio. Infatti, è noto che 
durante la sosta a freddo in un latte dalla scarsa qualità microbiologica si può 
verificare uno rilevante sviluppo di microrganismi anticaseari, rendendo in certi 
casi insufficiente il loro abbattimento per affioramento (Lopez et al. 1993; 
Wiedmann et al. 2000). 
D’altra parte, proprio nel caso del latte refrigerato, la sosta può essere un 
momento molto importante per il ripristino degli equilibri tra i componenti del 
latte al fine di ottenere una buona coagulabilità, che può essere stata danneggiata 
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dagli effetti della conservazione a freddo. Accorgimenti idonei a questo fine 
sono la miscelazione in parti uguali con latte non refrigerato e una sosta a 30 °C 
per un paio d’ore (Corradini, 1995). 
Un altro accorgimento per il miglioramento dell’affioramento è l’utilizzo 
esclusivo di pompe volumetriche di classe “A” per i pompaggi ed i travasi del 
latte, al fine di ridurre al minimo la rottura dei globuli di grasso e migliorare la 
loro aggregazione durante l’affioramento. 
 
Microfiltrazione 
La microfiltrazione del latte è un trattamento puramente meccanico, che prevede 
una filtrazione attraverso membrane ceramiche a maglie di 1-2,5µm. Questa 
tecnica è stata utilizzata in alternativa ai trattamenti termici del latte a livello 
industriale (Mucchetti et al., 2002; Maubois et al., 2000).  
La frazione grassa (lipidica) non può essere sottoposta a microfiltrazione avendo 
i globuli di grasso dimensioni simili alle maglie della membrana filtrante. Il latte 
scremato, separato dalla panna, viene microfiltrato su membrana porosa 
eliminando parte della flora microbica del latte. 
Dopo il trattamento termico della panna, le due frazioni vengono poi rimiscelate 
in flusso continuo in rapporto tale da ottenere il titolo di grasso desiderato. 
Per quanto riguarda i germi patogeni, rispetto alla pastorizzazione, la 
microfiltrazione è meno efficace ,poiché non basata sulla resistenza termica dei 
microrganismi. Il grado di abbattimento microbico dipende, infatti, dalla 
dimensione e dalla morfologia dei microrganismi. Secondo Maubois et al. 
(2000), la microfiltrazione permette una riduzione del numero di patogeni di 
3.4-4 riduzioni decimali, a seconda della specie batterica . Essa offre, tuttavia, il 
vantaggio di essere in grado di rimuovere le spore di batteri sporigeni, tra i quali 
Clostridium spp., in misura di 2 riduzioni decimali (Kelly et al., 1997), a 
differenza della pastorizzazione, che non ha alcun effetto sulla presenza di questi 
germi nel latte. 
Bachmann et al. (1999) hanno studiato la riduzione di C. tyrobutyricum nel latte 
bovino in seguito al trattamento della microfiltrazione. Mediante la metodica 
MPN è stato effettuato il conteggio delle spore, che è risultato essere, a seguito 
del trattamento di microfiltrazione, al di sotto del limite di rilevazione (< 25 
spore/L). 
Inoltre, se è vero che la pastorizzazione, inattiva le cellule batteriche, queste 
permangono comunque nel latte insieme ai loro enzimi, non completamente 
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inattivati; con la microfiltrazione si ottiene l’eliminazione completa delle cellule 
batteriche e di conseguenza anche dei loro enzimi. 
Tuttavia, la microfiltrazione può alterare in parte la composizione del latte 
(Drouin e Lafreniére, 2012) e portare alla diminuzione dell’attitudine del latte 
all’acidificazione da parte dei batteri lattici dell’innesto, come osservato da Gay 
et al. (1993) che hanno condotto uno studio su latte di capra microfiltrato. 
 
METODI BIOLOGICI 
Questi metodi determinano l’instaurarsi di condizioni sfavorevoli alla 
germinazione delle spore clostridiche attraverso un sistema di antagonismo 
batterico, con particolare riferimento all’impiego di inoculi di batteri lattici nel 
latte da trasformare (Bottazzi, 1993). 
I microrganismi svolgono un ruolo essenziale nella difesa biologica e 
nell’incremento della shelf-life degli alimenti attraverso i molteplici metabolismi 
(respirazione, fermentazione, bio-trasformazioni, metabolismi secondari) che ne 
accompagnano lo sviluppo e che, contribuendo nel definire le caratteristiche dei 
prodotti, ne hanno stimolato l’utilizzo industriale. In questo caso si parla di 
colture “protettive”. 
Le fermentazioni microbiche sono da millenni uno strumento essenziale per 
garantire la sicurezza igienica ed estendere la shelf life degli alimenti. Da eventi 
“naturali” o “spontanei”, le fermentazioni sono negli anni divenute processi 
biotecnologici “guidati” attraverso la continua selezione e caratterizzazione di 
microbi “specializzati” all’interno di colture starter. 
I microrganismi sono selezionati per la capacità di produrre metaboliti primari 
(alcol etilico, acidi organici, acido lattico e acetico in particolare, CO2), 
determinanti nel definire le proprietà organolettiche ed essenziali nel contribuire 
alla difesa biologica dell’alimento in seguito alla repentina modifica delle 
caratteristiche chimico-fisiche del prodotto (diminuzione di pH, potenziale di 
ossidoriduzione, attività dell’acqua, incremento del grado alcolico, riduzione da 
nitrati a nitriti). I microrganismi producono inoltre una serie di metaboliti ad 
attività antimicrobica aspecifica (diacetile, acido piroglutammico, H2O2) o 
specifica (batteriocine, peptidi). 
Il diacetile (o 2,3-butanedione), noto per le caratteristiche aromatiche che 
conferisce all’alimento (tipico aroma di burro), è un composto della 
fermentazione dell’acido citrico prodotto soprattutto da specie del genere 
Leuconostoc e da Lactococcus lactis subsp. lactis varietà diacetylactis. Il 
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diacetile esercita attività inibente nei confronti di microbi alteranti del genere 
Pseudomonas, Clostridium e, quando associato al calore, inibisce il patogeno 
Listeria monocytogenes (Ostergaard et al., 2014). 
Le batteriocine sono proteine antimicrobiche sintetizzate dai microrganismi 
Gram positivi, tra i quali anche i batteri lattici, in grado di lisare la parete di 
alcuni microrganismi, talvolta anche patogeni (Hsu et al., 2004). 
Sono state individuate diverse classi di batteriocine; tra queste, la più nota è la 
classe I (batteriocine contenenti lantionina o betametillantionina), alla quale 
appartiene la nisina. Le batteriocine di classe I sono chiamate anche lantobiotici. 
Esiste la possibilità di ridurre naturalmente il fenomeno della fermentazione 
butirrica mediante l’utilizzo di ceppi nisino-produttori, appartenenti alla specie 
Lactococcus lactis (Avila et al., 2014). L. lactis è un batterio Gram positivo, già 
estensivamente utilizzato come coltura starter nei processi di caseificazione per 
la produzione di burro e formaggio. Di forma coccacea, cresce generalmente in 
coppie o in piccole catene, è un batterio immobile e asporigeno. 
L’aggiunta di ceppi di L. lactis batteriocinogenici al pool di batteri starter 
utilizzati in caseificazione, in sinergia ad una effettiva diminuzione del numero 
di batteri sporigeni nel latte, potrebbe apportare un’attività antibatterica specifica 
anche nei confronti di altre specie patogene (Langa et al., 2014). 
 
METODI TECNOLOGICI 
Comprendono tutte le procedure attuabili durante il processo di caseificazione, 
quali le operazioni in caldaia, il controllo dell’acidificazione della pasta, la 
salatura e le modalità di stagionatura. 
 
Temperatura 
La crescita di germi appartenenti al genere Clostridium è inibita ad una 
temperatura inferiore a 9 °C, mentre a temperature superiori si ha sia la 
germinazione delle spore, che lo sviluppo delle forme vegetative. 
Dallo studio effettuato su 10 ceppi di C. tyrobutyricum (Ruusunen et al., 2012), 
è stato evidenziato che alla temperatura di 10 °C tutti i ceppi sopravvivevano, 
tuttavia, lo sviluppo era inibito, mentre alle temperature di 12 e 15 °C, 8 dei 10 
ceppi testati erano in grado di germinare e proliferare.  
Il mantenimento della catena del freddo, dunque, risulta estremamente utile nel 
controllo del gonfiore tardivo dei formaggi. Dalla stalla all’eventuale sosta in 
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affioramento si dovrebbero quindi mantenere temperature non superiori agli 8-
9°C. 
Durante la lavorazione di molte tipologie di formaggio il latte subisce un 
trattamento termico, che di solito consiste nella pastorizzazione. Questo 
trattamento è efficace nell’eliminare le forme vegetative di Clostridium spp, .ma 
non quelle sporigene (Kosikowski et al., 1997). Sarebbe quindi necessario, al 
fine di ridurre la proliferazione dei microrganismi, operare in condizioni di 
temperatura idonee. 
Si dovrebbero, inoltre, controllare le condizioni di stagionatura ed evitare 
repentini innalzamenti della temperatura, soprattutto durante i primi 60 giorni di 
maturazione.  
Stagionare il formaggio in ambiente controllato, con temperatura non superiore 
ai 15°C e U.R. dell’80%, al fine di tentare di rallentare, per quanto possibile, la 
risalita del pH tra il 6° e l’8° mese di stagionatura, condizione che favorisce la 
germinazione delle spore (pH ottimale tra 5.4 e 7.0). 
Nel 2013 il progetto “strategie biotecnologiche sostenibili per il miglioramento 
delle produzioni lattiero- casearie” finanziato dalla regione Veneto ha effettuato 
una ricerca per l’individuazione di metodi alternativi all’utilizzo del lisozima per 
la riduzione del difetto del gonfiore tardivo nelle produzioni lattiero-casearie. Da 
questi studi è risultata fondamentale l’interazione tra le fasi di “frescura”, 
salatura e maturazione del formaggio. Con l’attuazione di una fase di “pre-
maturazione” del formaggio ad una temperatura inferiore ai 9°C per circa due 
settimane prima della maturazione vera e propria, era possibile infatti inibire lo 
sviluppo dei clostridi per il tempo necessario alla completa diffusione del sale 
nella pasta e quindi riducendo quasi completamente l’insorgenza di gonfiore 
tardivo. 
 
pH 
L’attività dei clostridi è assai limitata a bassi valori di pH (4.9 – 5.0). Ruusunen 
et al. (2012) hanno osservato nei loro studi che la maggior parte dei ceppi di C. 
tyrobutyricum erano in grado di sviluppare ad un pH pari a 5.0 e che a valori di 
pH più elevati (5.5 e 7.5) si assisteva anche ad un aumento della proliferazione. 
Spolaor et al. (2014) hanno inoltre rilevato che C. tyrobutirricum è vitale fino a 
pH 4.8, a differenza degli altri clostridi butirici che sono vitali fino a pH 5.2, 
consentendogli di svilupparsi con più facilità nel formaggio rispetto agli altri 
clostridi butirrici. 
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Il pH della pasta del formaggio, come ben noto, può essere “indirizzato” 
attraverso l’utilizzo di colture starter.  
L'utilizzo di colture pure di fermenti lattici, contribuisce a creare un ambiente 
sfavorevole per lo sviluppo dei clostridi presenti nel formaggio (Vizzardi e 
Maffeis, 1990). È stato inoltre osservato che una buona acidificazione della 
cagliata riduce la comparsa del difetto del gonfiore tardivo (Bottazzi et al.,1993). 
A questo proposito, l’utilizzo di colture starter mesofile, rispetto a quelle 
termofile, sembra avere un effetto di riduzione dell’insorgenza del gonfiore 
tradivo. Ciò sembra legato al fatto che uno starter mesofilo garantisce 
un’acidificazione maggiore della pasta, in quanto l'azione acidificante di questi 
microrganismi si prolunga per un tempo maggiore durante il processo di 
caseificazione, mentre gli starter termofili portano ad un'acidificazione più 
rapida, ma meno prolungata (Bozoudi et al. 2011). 
 
Salatura 
Il cloruro di sodio inibisce la germinazione delle spore quando presente in 
concentrazione del 3% nella fase acquosa, a pH 5.3. I clostridi sono infatti 
sensibili al cloruro di sodio e la loro tolleranza a questa sostanza diminuisce con 
l'abbassamento del pH. 
La concentrazione di sale che si raggiunge nella fase acquosa del formaggio può 
variare dal 4.5 all’8 %, a seconda del prodotto considerato. 
Nei formaggi di grossa pezzatura, tuttavia, lo sviluppo dei clostridi non viene 
arrestato immediatamente dal sale (NaCl), perché la penetrazione di 
quest’ultimo è lenta. 
Ruusunen et al. (2012) hanno valutato la crescita di 10 ceppi di C. tyrobutyricum 
a diverse concentrazioni di NaCl. Sono state osservate notevoli differenze tra i 
tassi massimi di crescita dei diversi ceppi in presenza del 2 % NaCl. Cinque dei 
10 ceppi erano in grado di crescere in presenza del 3 % di NaCl, mentre una 
concentrazione di NaCl del 3.5% inibiva completamente tutti i ceppi.  
Spolaor et al. (2014) indicano C. tyrobutyricum come il clostridio butirrico con 
minore tolleranza al sale, quindi agendo su questo parametro si può limitare il 
suo sviluppo nel formaggio. 
Uno studio condotto da Su e Ingham (2000) sull’influenza di diversi parametri 
tecnologici, tra cui la salatura mediante salamoia, sullo sviluppo di clostridi 
butirrici hanno evidenziato basse cariche di spore di C. tyrobutyricum e C. 
sporogenes nelle salamoie sature (23% , w / v) con l’aggiunta del 2% di siero di 
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latte mantenute a 15 °C per 63 giorni, mentre spore di C. beijerinckii e C. 
butyricum non sono state rilevate già a partire dal quarto giorno e dal 
trentacinquesimo giorno, rispettivamente. L'impiego di salamoie ad immersione 
profonda è risultato efficiente nell'accelerazione della diffusione del sale e nella 
conseguente limitazione dei tempi di mantenimento delle forme a bassa 
temperatura al fine di salvaguardare le caratteristiche di tipicità del prodotto. 
Si ritiene quindi di estrema utilità il controllo accurato delle procedure di 
salatura impiegate, in modo da favorire la regolare ed uniforme penetrazione del 
sale nel formaggio ed evitare così l’insorgenza del gonfiore tardivo. 
 
AGGIUNTA DI ADDITIVI 
 
Nisina 
E' la batteriocina maggiormente studiata ed è la sola prodotta industrialmente ed 
utilizzata dalle industrie alimentari come additivo antibatterico (E234).  
La nisina è un polipeptide, caratterizzato dalla presenza di amminoacidi atipici, 
la sua attività antibatterica è paragonabile a quello dei detergenti cationici. 
Sembra che una pro-nisina venga sintetizzata inizialmente e che la conversione 
in nisina abbia luogo a livello della parete batterica. La nisina è solubile e stabile 
in soluzione acida(pH 2.0). Viene inattivata in mezzo alcalino; è termostabile; a 
pH 4.6 può essere riscaldata a 100 °C per 5 min. Lo spettro antibiotico della 
nisina è altamente specifico, è attiva solo nei confronti dei batteri Gram positivi. 
L’efficacia della nisina nella prevenzione del difetto del gonfiore tardivo, è stata 
dimostrata anche per quanto riguarda formaggi a latte ovino, quali il Manchego 
(Garde et al., 2011), dove l’utilizzo ha portato all’inibizione della proliferazione 
di C. beijerinckii. 
In campo alimentare, la nisina permette di trattare gli alimenti a temperature 
meno dannose per la materia prima e di prolungare la shelf life dell’alimento, 
come dimostrato da Roberts et al. (1993), che hanno osservato un 
prolungamento della conservazione anche di formaggi ad elevata umidità, 
quando conservati a 22°C. 
 
Lisozima 
È un enzima molto diffuso in natura, presente anche nelle secrezioni lacrimali 
umane. 
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Per ovviare alle problematiche del gonfiore tardivo, dalla fine degli anni ‘90 i 
produttori di formaggio hanno iniziato ad aggiungere circa 20 mg di lisozima 
per litro di latte prima che abbia inizio la caseificazione. Il lisozima rimarrà nel 
formaggio ed impedirà alle spore di Clostridium di germinare e quindi di 
produrre gas e sapori sgradevoli nel prodotto. 
Il lisozima, noto anche come muramidasi, è un polipeptide lineare costituito da 
129 amminoacidi, che si ottiene dall’albume d’uovo di gallina, usualmente sotto 
forma di lattato o cloridrato e le cui caratteristiche chimico-fisiche ed i requisiti 
di purezza ai fini alimentari sono state specificate nel Decreto Ministeriale dell' 
1 agosto 1983, concernente la disciplina degli additivi chimici consentiti nella 
preparazione e per la conservazione delle sostanze alimentari. 
Grazie alla sua attività enzimatica, esercita una funzione di modulazione 
dell’attività della microflora con effetti inibenti la germinazione delle spore dei 
clostridi, prevalentemente C. tyrobutyricum idrolizzando i legami β (1-4) fra 
l'acido N-acetilmuramico e la Nacetilglucosammina della parete batterica dei 
microrganismi Gram positivi (Wasserfall et al., 1979). 
Il disciplinare di produzione del Grana Padano DOP ammette l’uso del lisozima 
fino ad un massimo di 2.5 g per 100 Kg di latte. 
Per il Parmigiano Reggiano, invece, non si ricorre all’utilizzo del lisozima 
perché il divieto di somministrazione di insilati alle bovine, permette di ottenere 
un latte meno contaminato da clostridi butirrici, dunque il rischio che si sviluppi 
il gonfiore tardivo è minore. 
Negli ultimi tempi, si cerca comunque di limitare l’utilizzo del lisozima per due 
principali motivi: la possibile selezione sulla flora casearia e la possibile 
insorgenza di allergie. 
L’enzima può infatti favorire la selezione di specie e biotipi particolari di batteri 
lattici, indurre una differente tempistica nella lisi delle cellule batteriche e, 
conseguentemente, il rilascio anticipato di proteasi e peptidasi batteriche attive 
nell’idrolisi della caseina e dei peptidi derivati (Lodi, 1990). Le cinetiche di 
queste attività enzimatiche sono facilmente valutabili attraverso la 
determinazione dei loro prodotti finali (amminoacidi liberi) il cui contenuto 
quali-quantitativo è noto per il Grana Padano DOP durante tutto l’arco della 
stagionatura (Resmini et al. 1993, Masotti et al. 2010). 
L’altra problematica legata all’impiego del lisozima ruota attorno al fatto che 
questo è un polipeptide che si ottiene dall’albume d’uovo, e l’allergia alle uova è 
annoverata tra le più frequenti nella popolazione. 
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A questo riguardo il Dipartimento per la Sanità Pubblica Veterinaria, la 
Nutrizione e la Sicurezza degli Alimenti del Ministero del Lavoro, della Salute e 
delle Politiche Sociali, il 17 luglio 2008 ha espresso un parere in merito alla 
presenza di lisozima nel Grana Padano DOP. La nota informa che in bibliografia 
sono descritte reazioni cliniche al lisozima contenuto nell’uovo, ma pochi sono 
stati i casi di reazioni allergiche conseguenti all’assunzione di formaggi 
contenenti lisozima in soggetti allergici alle uova ;non risultano segnalazioni di 
allergie legate alla presenza di lisozima nel Grana Padano DOP. La stessa nota 
ministeriale ricorda che le proteine ovoalbumina, ovotransferrina, ovomucoide e 
lisozima sono classificate come Gal d1-d4 secondo la nomenclatura degli 
allergeni  
Studi recenti sono stati effettuati su soggetti allergici all’uovo (Rossi et al., 
2012). Questi dopo assunzione di Grana Padano (contenente lisozima) o 
Trentingrana (senza lisozima) non ha determinato alcuna variazione delle IgE 
specifiche rispetto al livello basale. 
Uno studio effettuato su bambini allergici all’uovo (Marseglia et al., 2013) 
invece ha riscontrato sintomi come prurito, dolore addominale, vomito, nausea, 
dermatite, rinite, asma bronchiale, orticaria e angioedema per 5 bambini su 21 
che avevano assunto Grana Padano con lisozima stagionato 12 mesi, mentre solo 
un bambino su 21 per l’assunzione di Grana Padano con lisozima stagionato 24 
mesi. 
Data l’attuale mancanza di dati l’EFSA evidenzia la necessità di acquisire 
informazioni più accurate in merito ai livelli di presenza del lisozima negli 
alimenti e pone come suggerimento la possibilità di introdurre la seguente 
modifica della dicitura in etichetta: “Ingredienti: latte, sale, caglio, lisozima da 
uovo” oppure “Ingredienti: latte, sale, caglio, lisozima-proteina dell’uovo”. 
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SECONDA PARTE:  
ANALISI SPERIMENTALE 
 
SCOPO DELLA RICERCA  
Il gonfiore tardivo è un difetto che tradizionalmente colpisce i formaggi a lunga 
stagionatura a latte bovino, quali Parmigiano Reggiano e Grana Padano. Ad 
oggi, sono stati riportati alcuni casi di gonfiore tardivo nella produzione di 
formaggi a latte ovino. Questo difetto è la conseguenza della presenza di spore 
di clostridi butirrici nel latte. 
L’enumerazione delle spore di clostridi butirrici viene effettuata di routine 
tramite la metodica Most Probable Number (MPN), che consente di quantificare 
il numero di spore di clostridi lattato-fermentanti presenti nel campione. L’MPN 
tuttavia non permette di identificare le specie clostridiche presenti nel campione. 
Per avere delle informazioni più specifiche, questa metodica è solitamente 
affiancata a test colturali e biochimici, che però risultano laboriosi e poco 
specifici. 
Nella prima fase di questo studio sono state enumerate le spore di clostridi 
lattato-fermentanti mediante metodica MPN nel latte crudo proveniente da 4 
diversi camion cisterna che raccolgono latte ovino da destinare alla produzione 
di  Pecorino Toscano DOP nella provincia di Grosseto. Successivamente, gli 
isolati provenienti da alcuni campioni MPN positivi, sono stati sottoposti a 
multiplex-PCR per l’identificazione delle specie clostridiche più frequentemente 
implicate in fenomeni di gonfiore tardivo dei formaggi (C. beijerinckii, C. 
butyricum, C. sporogenes e C. tyrobutyricum). Tutti gli isolati negativi sono 
stati, inoltre, sottoposti a PCR specie-specifica per C. perfringens, anch’esso 
produttore di gas. 
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1. MATERIALI E METODI 
CAMPIONI 
Presso il laboratorio interno certificato del caseificio, sono stati analizzati 
campioni di latte ovino (n= 527) provenienti da quattro diversi camion cisterna 
(1, 2, 3, 4), che raccoglievano il latte da diverse zone della provincia di Grosseto 
come riportato nella tabella 9. 
 
CAMION 
CISTERNA 
N° MEDIO 
AZIENDE 
ZONA DI 
RACOLTA 
N° TOTALE DI 
CAMPIONI 
1 15 Magliano-Orbetello-
Capalbio 
115 
2 30 Pomonte-Saturnia-
Semproniano 
131 
3 25 Scansano- zona 
Amiata-versante 
Ombrone Grossetano 
162 
4 25 Manciano-Farnese 119 
Tab. 9: numero medio di aziende, zona di raccolta e numero totale di campioni per ogni 
camion cisterna. 
 
 
Fig.17: mappa della provincia di Grosseto con evidenziate le zone di raccolta dei camion 
cisterna. 
CAMION CISTERNA 1 
CAMION CISTERNA 2 
CAMION CISTERNA 3 
CAMION CISTERNA 4 
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I campioni sono stati raccolti dal 5 novembre 2014 al 4 agosto 2015 ed erano 
suddivisi tra le varie stagioni dell’anno come riportato in tabella 10. 
 
CAMION 
CISTERNA 
AUTUNNO INVERNO PRIMAVERA ESTATE 
1 21 42 36 16 
2 12 54 44 21 
3 20 79 47 16 
4 16 41 47 15 
Tab. 10: numero di campioni stagionali per ciascun camion cisterna. 
 
ENUMERAZIONE DELLE SPORE DI CLOSTRIDI LATTATO-
FERMENTANTI 
 
METODICA MOST PROBABLE NUMBER (MPN) 
E' stato utilizzato il metodo Weinzirl modificato da Annibaldi (1969). 
 
Reagenti e terreni di coltura 
 Terreno di coltura: latte UHT; 
 Supplementi: Soluzione di Annibaldi (in 200 ml: 5 g di sodio acetato 
triidrato, 1 g di L-cisteina, 5 g di estratto di lievito, 16.8 mL di sodio 
lattato al 60%, 100 mL di acqua distillata); 
 Reagenti: miscela Paraffina-Vasellina (1:2). 
 
Preparazione del campione e delle provette 
Il campione di latte viene agitato delicatamente, in modo da omogeneizzare i 
globuli di grasso presenti in superficie che potrebbero contenere spore 
clostridiche.  
Sono state allestite 3 serie da 3 provette sterili, ciascuna contenente la miscela 
paraffina-vasellina e quanto sotto riportato: 
 1°serie: 10 mL di campione; 
 2°serie: 9 mL latte UHT + 1 mL campione; 
 3° serie: 10 mL di latte UHT + 0.1 mL campione. 
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Se ci fosse la necessità di avere una diluizione maggiore, è possibile allestire un’ 
ulteriore serie. 
 4° serie: 10 mL di latte UHT + 0.1 mL di campione diluito 1.10 (9 mL 
soluzione di Ringer + 1 ml campione) 
Per ogni sessione analitica, viene allestito un Bianco contenente la miscela 
paraffina-vaselina e 10 mL di latte UHT. 
Al termine dell’allestimento delle serie, in ciascuna provetta sono aggiunti 0.5 
mL di soluzione di Annibaldi. 
 
Pastorizzazione  
Le provette sono quindi introdotte in un bagnetto termostato a 80°C per 10 min. 
Trascorsi i 10 min, le provette sono state raffreddate rapidamente mediante 
l'immersione in acqua fredda in modo che il tappo di paraffina-vasellina 
solidifichi. 
Per evitare che eventuali spore sopravvisute alla pastorizzazione vegetino, è 
opportuno che tra la fase di inoculo del campione e quella di pastorizzazione 
non trascorrano più di 15 min. 
 
Incubazione 
Le provette sono quindi poste ad incubare a 37+/- 1°C per 7gg. 
 
Interpretazione dei risultati 
Al termine dell’incubazione, si considerano positive le provette in cui si rileva 
una produzione di gas tale da far sollevare il tappo di paraffina-vasellina di 
almeno 1 cm (Fig. 18). 
Si prende nota del numero di positivi presenti in ciascuna diluizione e, 
ricercando la combinazione di numeri nell'apposita tabella statistica (Tabella di 
Mc Rady) si arriverà ad esprimere il risultato in Numero Più Probabile o Most 
Probable Number (NPP o MPN), per millilitro, nel caso del latte, o per grammo, 
nel caso di campioni solidi. 
Altro aspetto importante dell'interpretazione dei risultati è la valutazione della 
categoria di probabilità in cui va a situarsi il risultato ottenuto, pertanto è utile 
reperire questo dato all' interno della tabella statistica. 
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Fig. 18: prova per la ricerca dei clostridi butirrici al termine dell incubazione (Ottaviani, 
1991). 
 
ISOLAMENTO DEI CLOSTRIDI 
 
Campioni 
A partire dal contenuto di 77 tubi risultati positivi all’MPN sono stati isolati 
microrganismi Gram positivi, sporigeni, anaerobi, presuntivamente riconducibili 
al genere Clostridium. 
Nello specifico, dopo omogeneizzazione, da ciascun tubo MPN positivo, è stata 
prelevata un’ansata ed è stata successivamente seminata su terreno Reinforced 
Clostridial Agar (Oxoid, Milano, Italia) con aggiunta di sodio lattato (8.33 
mL/L). 
Le piastre sono state incubate in condizioni di anaerobiosi per 3 giorni. 
Dopo incubazione, da ciascuna piastra sono state isolate da 3 a 5 colonie 
singole, a seconda delle diverse morfologie rilevate su piastra. 
 
IDENTIFICAZIONE DELLE SPECIE CLOSTRIDICHE 
 
Estrazione DNA 
Da ciascun isolato, si è proceduto con l’estrazione del DNA genomico. Ogni 
colonia è stata sospesa in 100 L di acqua distillata sterile e sottoposta a 
temperatura di 95 °C per 10 min. 
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Multiplex-PCR per l’identificazione di clostridi butirrici 
Tutti i campioni di DNA sono stati sottoposti ad una multiplex-PCR messa a 
punto da Cremonesi et al. (2012), in grado di individuare in un'unica reazione le 
specie più frequentemente implicate nel gonfiore tardivo dei formaggi: C. 
beijerinckii, C.butyricum, C. sporogenes, C. tyrobutyricum. 
I primers utilizzati sono riportati in tabella 11: 
 
Primers Gene 
target 
Sequenza Primer (5’-3’) Concentrazione 
(mM) 
Lunghezza 
frammento 
amplificato 
(bp) 
Cl-SPOR-F3031 colA TTGGGATTTTGGGGATAACA 0.6 549 
Cl-SPOR-R3579 colA TCCGTATCGTTGTCGTCTTG 0.6  
Cl-BEIJ-F363 nifH TGACACGATTTTTCATTCTCCA 0.4 448 
 Cl-BEIJ-R820 nifH TCCATTGCCTTAATGACAGGT 0.4 
Cl-BUTY-F1329 hydA ATGGGTTAGGCAAGCAGAAA 0.3 312 
Cl-BUTY-R1640 hydA GCTGGATCTGCCTTCTCATC 0.3  
Cl-TYRO-F1253 enr TGGTGTTCCACAAGAAGCTG 0.3 210 
Cl-TYRO-R1462 enr GCAGCTGGATTTACTGCACA 0.3  
Tab 11: primers e geni target utilizzati nel presente studio (modificato da Cremonesi et al., 
2012). 
 
 Miscela di reazione 
Ciascuna reazione di PCR è stata effettuata in un volume totale di 25 L, 
costituiti da 12.5 L di Master Mix (Kapa Taq Ready Mix PCR Kit 
(Kapabiosystems, Boston, MA, USA), 1.5 L di primer Cl-SPOR-F3031, 1.5 
L di primer Cl-SPOR-R3579, 1.0 L di primer Cl-BEIJ-F363, 1.0 L di primer 
Cl-BEIJ-R820, 0.75 L di primersCl-BUTY-F1329, 0.75L di primer Cl-
BUTY-R1640, 0.75L di primer Cl-TYRO-F1253, 0.75L di primer Cl-
TYRO-R1462, 1.5 L di acqua distillata sterile ed infine 3 L di DNA stampo. 
 
 Ciclo PCR 
Le reazioni sono state effettuate in un termociclatore (LifePro Thermal Cycler, 
Bioer LtD, Tokyo, Giappone) alle seguenti condizioni: denaturatione iniziale a 
94 °C per 2 min, 30 cicli a 94 °C per 1 min, 56 °C per 1 min e 72 °C per 1 min, 
ed infine un’’estensione finale a 72 °C per 5 min. 
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Gli eventuali prodotti amplificati sono stati separati mediante corsa 
elettroforetica su gel di agarosio al 3% colorato mediante Gel Red (Biotium, 
Inc., Hayward, CA, USA) e visualizzati per mezzo di un transilluminatore a 
raggi UV (PBI International, Milano, Italia). 
 
Fig. 19: esempio dei risultati ottenuti con la multiplex-PCR: nella linea 8 C. tyrobutyricum 
(210 pb), linea 9 C. butyricum (312 pb), linea 10 C.beijerinkii (448 pb), linea 11 C. 
sporogenes (549 pb) (da Cremonesi et al., 2012). 
 
PCR specie-specifica per l’identificazione di C. perfringens 
 
Tutti gli isolati risultati negativi alla multiplex-PCR per l’identificazione di 
clostridi butirrici sono stati sottoposti a PCR specie-specifica per 
l’identificazione di C. perfringens, utilizzando i primers e le condizioni 
specificate da Kikuchi et al. (2002).  
Nella Tab. 12 sono mostrati i primers utilizzati: 
 
Primers Gene  
Target 
Sequenza Primer (5'-3') Concentrazione  
(mM) 
Lunghezza 
frammento 
amplificato 
(bp) 
ClPER-F  16S rRNA AGATGGCATCATCATTCC 0.6 793 
ClPER-R 16S rRNA GCAAGGGATGTCAAGTGT 0.6  
Tab. 12: primers e geni target utilizzati per la PCR specie specifica per C. perfingens 
(Kikuchi et al., 2002). 
  
80 
 
 Miscela di reazione 
Ciascuna reazione di PCR è stata effettuata in un volume totale di 25 L, 
costituiti da 12.5 L di Master Mix (Kapa Taq Ready Mix PCR Kit 
(Kapabiosystems), 1.5 L ciascun primer, 6.5 L di acqua distillata sterile ed 
infine 3 L di DNA stampo. 
 
 Ciclo PCR 
Le reazioni sono state effettuate nel termociclatore sopra riportato alle seguenti 
condizioni: denaturatione iniziale a 94 °C per 2 min, 35 cicli a 94 °C per 30 s, 60 
°C per 30 s e 72 °C per 2 min, ed infine un’estensione finale a 72 °C per 2 min. 
Gli eventuali prodotti amplificati sono stati separati mediante corsa 
elettroforetica su gel di agarosio all’1.5% colorato mediante Gel Red (Biotium, 
Inc., Hayward, CA, USA) e visualizzati per mezzo di un transilluminatore a 
raggi UV (PBI International, Milano, Italia. 
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2. RISULTATI 
Enumerazione delle spore di clostridi lattato fermentanti (metodica 
MPN) 
 
Spore di clostridi lattato fermentanti sono state rilevate nel 99.05% dei 527 
campioni di latte analizzati provenienti dai 4 camion cisterna oggetto di studio. 
Una rilevante percentuale di questi (85.8%) presentava, inoltre, un numero di 
spore superiore al limite soglia indicato da Pirisi et al. (2006) per l’insorgenza 
del difetto di gonfiore tardivo nel formaggio (103 spore/L). 
Il numero di spore rilevato variava da un minimo di 360 spore/L ad un massimo 
di 110000 spore/L. 
In figura 20 sono riportate le percentuali stagionali e medie del numero di 
campioni suddivise in 4 diverse categorie spore/L (<300-1000; >1000-10000; 
>10000-50000 e >50000). 
 
Fig.20: percentuali stagionali e medie del numero di campioni suddivise in 4 categorie 
spore/L. 
 
Come è possibile notare, la categoria 1000-10000 spore/L non solo è risultata 
quella con la più alta percentuale media di campioni (63.89%), ma anche quella 
con le più elevate percentuali di campioni in tutte le stagioni (Fig. 20). In 
particolare, all’interno della categoria 1000-10000 spore/L, le percentuali di 
campioni stagionali sono risultate essere piuttosto omogenee, con valori pari al 
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67.59% per l’inverno, 66.67% per la primavera e 70.59% per l’estate; l’autunno 
è risultata essere, invece, la stagione con la più bassa percentuale di campioni 
all’interno della categoria (50.72%). La seconda categoria più rappresentata è 
stata quella >10000-50000 spore/L, con una percentuale media di campioni del 
23.41% e l’autunno quale stagione dalla percentuale marcatamente più elevata 
all’interno della categoria (40.58%). Le categoria >50000 spore/L è risultata 
essere quella meno rappresentata, con una percentuale media dell’1.84%. 
Nelle figure 21, 22, 23 e 24 è possibile analizzare in dettaglio i dati ottenuti per 
ciascuno dei 4 camion cisterna (1, 2, 3, 4) presi in considerazione. 
I campioni prelevati dal camion cisterna 1, circolante nella zona di Magliano-
Orbetello-Capalbio (GR), sono stati un totale di 115, suddivisi nelle 4 stagioni 
nel seguente modo: 21 campioni prelevati in autunno, 42 in inverno, 36 in 
primavera e 16 in estate. 
I campioni provenienti dal camion cisterna 1 sono risultati tutti positivi per la 
presenza di spore di clostridi lattato fermentanti, con una percentuale pari al 
92.17% di campioni contenenti un numero di spore/L superiore a 1000. 
La più elevata percentuale media di campioni è stata rilevata nella categoria 
>1000-10000 spore/L, con una valore pari al 64.06% (Fig. 21) ed un picco 
massimo in questo intervallo registrato in primavera (83.33%). Per quanto 
riguarda le altre stagioni, autunno, inverno ed estate, sono state rilevate 
percentuali pari al 52.38%, 64.29% e 56.25%, rispettivamente. 
La categoria >10000-50000 spore/L, che è risultata la seconda maggiormente 
rappresentata (percentuale media=26.29%), è risultata anche quella con la più 
marcata variabilità di valori riscontrati, con un picco percentuale in autunno pari 
al 47.62% dei campioni ed una percentuale notevolmente più bassa in primavera 
(11.11%). 
E’ anche interessante notare come i pochi campioni della categoria >50000 
spore/L siano stati tutti raccolti durante la stagione estiva. 
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Fig. 21: camion cisterna 1: percentuali stagionali e medie del numero di campioni suddivise 
nelle diverse categorie spore/L.  
 
I campioni prelevati dal camion cisterna 2, circolante nella zona di Pomonte-
Saturnia-Semproniano (GR), sono stati un totale di 131, suddivisi nella seguente 
maniera: 12 in autunno, 54 in inverno, 44 in primavera e 21 in estate. 
Tali campioni sono risultati tutti positivi per la presenza di clostridi lattato 
fermentanti, con una percentuale pari allo 90.83% di campioni con un contenuto 
in spore/L superiore a 1000. 
Anche in questo caso, la percentuale media più elevata di campioni è stata 
rilevata all’interno dell'intervallo compreso tra 1000-10000 spore/L (67.75%). 
Sempre in questo range, la stagione estiva è stata quella con la più elevata 
percentuale di campioni (85.71%), seguita da quella invernale (81.48%) e 
primaverile (70.45%), mentre l’autunno si è distinto per percentuale 
notevolmente più bassa (33.33%).  
A questo proposito, la maggioranza dei campioni autunnali (58.33%) si è 
collocata nella categoria >10000-50000 spore /L. All’interno della categoria, la 
stagione autunnale è risultato anche essere quella con la più elevata percentuale. 
Le percentuali di campioni negli intervalli <300-1000 e > 50000 spore/L sono 
risultate molto basse, se non addirittura nulle (Fig. 22). 
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Fig. 22: camion cisterna 2: percentuali stagionali e medie del numero di campioni suddivise 
nelle diverse categorie spore/L. 
 
Per quanto riguarda il camion cisterna 3, circolante nella zona Scansano- zona 
Amiata- versante Ombrone Grossetano, sono stati analizzati 162 campioni totali, 
di cui 20 prelevati in autunno, 79 in inverno, 47 in primavera e 16 in estate. 
Il 99.4% dei campioni è risultato positivo alla metodica MPN, con una 
percentuale dell’86.41% di campioni contenenti un numero di spore/L superiore 
a 1000. 
Il range di spore/L più rappresentato è stato, anche in questo caso, quello >1000-
10000 (percentuale media di campioni pari al 66.19%), con valori 
particolarmente elevati durante l’estate (75%), seguita da primavera (70.21%), 
inverno (64.56%) ed autunno (55%) (Fig. 23). 
Anche la categoria >10000-50000 spore/L è risultata essere abbastanza 
rappresentata (percentuale media di campioni pari al 24.12%), con una rilevante 
percentuale di campioni nella stagione autunnale (35%). 
In questo caso, nessun campione ha presentato una concentrazione di spore/L 
>50000 (Fig. 23). 
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Fig. 23: camion cisterna 3: percentuali stagionali e medie del numero di campioni suddivise 
nelle diverse categorie spore/L. 
 
I campioni prelevati dal camion cisterna 4, circolante nella zona Manciano-
Farnese, sono stati un totale di 119, di cui 16 prelevati in autunno, 41 in inverno, 
47 in primavera e 15 in estate. 
Il 98.3% dei campioni è risultato essere positivo per la presenza di clostridi 
lattato fermentanti, con il 73% di campioni dal contenuto in spore/L >1000.  
Il range di spore/L che ha presentato le più elevate percentuali di campioni è 
stato ancora quello >1000-10000 (percentuale media di campioni del 56.01%), 
con l'inverno quale stagione con la maggiore percentuale (60.98%), seguito da 
estate (60%), autunno (56.25%) e primavera (46.81%) (Fig 24). 
Un aspetto interessante da evidenziare nella distribuzione dei campioni del 
camion cisterna 4, è la percentuale media di campioni nel range <300-1000, che 
è risultata essere pari al 20.44%, percentuale più elevata in questa categoria tra 
tutti i camion cisterna analizzati. In particolar modo, la primavera è stata la 
stagione con la percentuale maggiore (36.17%) di campioni nel range <300-
1000 spore/L. 
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Fig. 24: camion cisterna 4: percentuali stagionali e medie del numero di campioni suddivise 
nelle diverse categorie spore/L. 
 
Confrontando le percentuali di spore/L calcolate sul numero totale di campioni 
analizzati per i vari camion cisterna (Fig. 25), si può osservare come il range più 
rappresentato sia sempre quello >1000-10000 spore/L. All'interno di questo 
intervallo, il camion cisterna 2 è risultato essere quello con la percentuale di 
campioni più elevata (74.05%), mentre il camion cisterna 4 quello con la 
percentuale più bassa (54.62%). Sempre il camion cisterna 4 è risultato essere 
quello con percentuale di campioni più elevata nella categoria <300-1000 
(26.05%). Le percentuali di campioni nella categoria >50000 sono state sempre 
molto basse (camion cisterna 1= 1.74%; camion cisterna 2= 1.53% e camion 
cisterna 4= 0.84%) o addirittura nulle nel caso del camion cisterna 3. 
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Fig 25: confronto delle percentuali di campioni per ogni camion cisterna distribuiti nelle 
quattro categorie spore/L analizzate. 
 
In figura 26 è possibile osservare i valori stagionali medi espressi in log10 
spore/L. 
Il valore medio rilevato sul totale dei campioni è stato pari a 3.66 log10 spore/L. 
Globalmente, si è riscontrato un log medio spore/L molto simile per tutte le 
stagioni. In particolare, i valori sono risultati essere leggermente più elevati in 
estate (3.9 log10 spore/L), rispetto all’autunno(3.7 log10 spore/L). Leggermente 
più basse sono invece le medie riscontrate in primavera (3.62 log10 spore/L) ed 
in inverno (3.5 log10 spore/L) (Fig. 26). 
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Fig. 26: valori MPN medi stagionali e complessivi espressi come log10 spore/L ± 
ds relativi a clostridi lattato fermentanti. 
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Identificazione dei clostridi isolati 
 
A partire dal contenuto di 77 tubi MPN positivi è stata effettuata una semina su 
terreno RCM lattato.  
Un totale di 222 singole colonie (da 3 a 5 per campione a seconda delle diverse 
morfologie rilevate) sono state sottoposte ad estrazione del DNA, 
successivamente utilizzato come templato in reazioni di multiplex-PCR, al fine 
di verificare la presenza di 4 specie clostridiche appartenenti al gruppo dei 
butirrici (C. sporogenes, C. tyrobutyricum, C. butyricum e C. beijerinkii) nei 
campioni di latte ovino. 
Le colonie risultate negative alla multiplex PCR sono state in seguito analizzate 
tramite PCR specie-specifica per verificare la presenza di C. perfringens. 
I risultati ottenuti sono presentati nella tabella 13. 
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ID 
CAMPIONE 
N° SPECIE/ 
CAMPIONE SPECIE  
SPORE/L 
1 1 C. sporogenes 9300 
2 1 C. sporogenes 24000 
3 1 C. perfringens 9300 
4 2 C. tyrobutyricum, C. perfringens 9300 
5 2 C. butyricum, C. perfringens 15000 
6 1 C. sporogenes 2300 
7 1 C. tyrobutyricum 2300 
8 2 C. sporogenes, C. perfringens 2300 
9 0 negativo 4300 
10 1 C. tyrobutyricum 920 
11 1 C. perfringens 3800 
12 1 C. perfringens 46000 
13 1 C. perfringens 9300 
14 1 C. perfringens 7500 
15 1 C. perfringens 15000 
16 1 C. perfringens 4300 
17 1 C. perfringens 24000 
18 1 C. sporogenes 4300 
19 1 C. perfringens 9300 
20 1 C. perfringens 24000 
21 1 C. perfringens 110000 
22 2 C. sporogenes, C.perfringens 4300 
23 0 negativo 46000 
24 1 C. sporogenes 24000 
25 0 negativo 24000 
26 1 C. sporogenes 2300 
27 1 C. perfringens 2300 
28 1 C. sporogenes 4300 
29 1 C. perfringens 24000 
30 1 C. perfringens 2400 
31 1 C. perfringens 11000 
32 1 C. perfringens 930 
33 1 C. sporogenes 4600 
34 1 C. perfringens 11000 
35 1 C. perfringens 4600 
36 1 C. perfringens 11000 
37 1 C. perfringens 15000 
38 0 negativo 15000 
39 1 C. perfringens 24000 
40 0 negativi 46000 
41 0 negativi 9300 
42 1 C. sporogenes 11000 
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43 1 C. sporogenes 4300 
44 1 C. sporogenes 24000 
45 0 negativo 2300 
46 2 C. tyrobutyricum, C. sporogenes 24000 
47 1 C. sporogenes 9300 
48 1 C. tyrobutyricum 2300 
49 1 C. sporogenes 9300 
50 0 negativo 9300 
51 1 C. sporogenes 4300 
52 0 negativo 4300 
53 1 C. perfringens 4300 
54 1 C. sporogenes 7500 
55 1 C. sporogenes 9300 
56 2 C. sporogenes, C. perfringens 9300 
57 1 C. sporogenes 9300 
58 1 C. perfringens 2300 
59 1 C. perfringens 24000 
60 1 C. perfringens 9300 
61 1 C. perfringens 2300 
62 0 negativo 7500 
63 1 C. sporogenes 2300 
64 1 C. perfringens 1500 
65 1 C. perfringens 2300 
66 1 C. sporogenes 4300 
67 1 C. perfringens 46000 
68 0 negativo 9300 
69 0 negativo 9300 
70 0 negativo 2300 
71 0 negativo 43000 
72 2 C. perfringens, C. sporogenes 7500 
73 1 C. sporogenes 15000 
74 1 C. sporogenes 7500 
75 1 C. sporogenes 24000 
76 1 C. beijerinkii 9300 
77 1 C. sporogenes 9300 
Tab.13: specie appartenenti al genere Clostridium identificate mediante multiplex-PCR e 
PCR specie specifica. 
 Fig. 27: visualizzazione del gel di agarosio
degli amplificati ottenuti tramite multiplex
 
Mediante multiplex-PCR sono state identificate le colonie provenienti da 32/77 
campioni (43%), mentre quelle provenienti da 45/77 campioni (57%) sono 
risultate essere negative (Fig. 2
 
Fig.28: percentuale di campioni di latte positivi e negativi per la presenza di
butirrici. 
 
43%
 al transilluminatore per valutare le dimensioni 
-PCR per clostridi butirrici. 
8). 
 
57%
negativi
positivi
92 
 
 
 clostridi 
93 
 
Sommando alla percentuale di campioni dai quali è stato possibile identificare le 
specie clostridiche tramite multiplex PCR, quella relativa ai campioni positivi 
alla PCR specie-specifica per C. perfringens, la percentuale totale di campioni di 
latte contenenti specie identificate è aumentata considerevolmente, passando dal 
43% all’82% (63/77) (Fig.29). 
 
 
Fig. 29: percentuale di campioni di latte ovino positivi e negativi a multiplex PCR per 
clostridi butirrici e PCR specie-specifica per C. perfingens. 
 
Nel dettaglio, C. perfringens è stato identificato nel 51% dei 63 campioni 
positivi alle PCR, C. sporogenes nel 39%, C. tyrobutyricum nel 7%, C. 
butyricum nel 2% e C. beijerinkii nell'1% (Fig.30). 
Inoltre, nell’11.11% dei 63 campioni risultati positivi alla PCR è stata 
riscontrata la presenza contemporanea di 2 specie clostridiche. Le associazioni 
rilevate sono state C. tyrobutyricum/C. perfringens (n=1), C. butyricum/C. 
perfringens (n=1), C. sporogenes/C. perfringens (n=4), C. tyrobutyricum/C. 
sporogenes (n=1). 
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Fig. 30: distribuzione delle varie specie clostridiche nei campioni risultati positivi a PCR 
multiplex e PCR specie-specifica. 
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3. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
 
Lo scopo del presente lavoro di tesi è stato quello di enumerare le spore di 
clostridi lattato fermentanti in campioni di latte ovino destinato alla produzione 
di Pecorino Toscano nella provincia di Grosseto e di identificare alcune delle 
specie clostridiche maggiormente coinvolte nell’insorgenza del difetto di 
gonfiore tardivo nei formaggi. 
La maggior parte degli studi riguardante la contaminazione del latte da spore di 
Clostridium spp. riguardano il latte vaccino (Ingham et al., 1998; Vissers et al., 
2007), mentre gli studi effettuati sul latte di pecora sono poco numerosi (Scintu 
et al., 2004; Garde et al., 2011; Arias et al., 2013), nonostante il problema del 
gonfiore tardivo sia stato segnalato anche nei formaggi a latte ovino (Cocolin et 
al., 2007; Soggiu et al., 2015). 
I risultati ottenuti hanno evidenziato la presenza di spore di clostridi lattato 
fermentanti nel 99.05% dei 527 campioni di latte ovino analizzati, questa 
percentuale è simile a quella riscontrata da Garde et al. (2011), i quali, 
analizzando latte ovino destinato alla produzione di formaggio Manchego, 
hanno individuato il 97% di campioni di latte positivi. 
Il numero di spore rilevato nel presente studio variava da un minimo di 360 
spore/L ad un massimo di 110000 spore/L, superiore sia a quelli rilevati da 
Garde et al (2011) (24000 spore/L), che da Scintu et al. (2002) (1072 spore/L). 
Analizzando i risultati ottenuti suddivisi in 4 diverse categorie spore/L (<300-
1000, >1000-10000, >10000-50000 e >50000), la categoria caratterizzata dalla 
più elevata percentuale di campioni è stata quella >1000-10000 spore/L. Questo 
è risultato in accordo con quanto rilevato da Garde et al. (2011) (Fig. 31). 
All’interno di questa categoria la stagione dell’anno con la maggiore percentuale 
di campioni è stata l'estate (70.59%). Tale percentuale, tuttavia, non è risultata 
essere molto più elevata rispetto a quelle riscontrate in primavera ed in inverno 
(66.67% e 67.59%, rispettivamente). 
All' interno della categoria 10000-50000 spore/L, la stagione con la percentuale 
maggiore è stata, invece, l'autunno (40.6%). Questo valore è risultato nettamente 
superiore a quelli rilevati per le altre stagioni, a differenza di quanto riscontrato 
da Garde et al. (2011), che indicano l'estate quale stagione con la percentuale più 
elevata in questo range. Infine, le percentuali di campioni rilevate nella categoria 
>50000 spore/L sono state generalmente basse per tutte le stagioni. La 
percentuale massima (4.41%) di campioni in questa categoria è stata rilevata in 
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estate e ciò è in accordo con quanto riportato da Garde et al. (2011), che hanno 
pure indicato l’estate come la stagione all’interno della categoria con le 
percentuali maggiori di campioni. 
 
 
Fig. 31: risultati ottenuti da Garde et al. (2011): percentuali stagionali e medie 
del numero di campioni suddivise in diverse categorie spore/L (pois:autunno, 
grigio chiaro: inverno, grigio scuro: primavera, nero: estate, bianco: media). 
 
Analizzando le medie stagionali, calcolate in log10 spore/L, si è rilevato come 
tutte le stagioni avessero valori simili, da un minimo di log10 3.55 spore/L in 
inverno ad un massimo di log10 3.89 spore/L in estate. Al contrario, altri autori 
indicano una variabilità stagionale nel contenuto in spore del latte ovino. Garde 
et al. (2011) e Scintu et al. (2002) segnalano entrambi l’estate come stagione 
caratterizzata dal più elevato numero medio di spore, mentre Salmeron et al. 
(2002) riportano l'inverno come la stagione con valori medi in spore/L più alti. 
L'elevato numero di spore riscontrato da Salmeron et al. (2002) nella stagione 
invernale potrebbe probabilmente essere dovuto all'utilizzo di insilati 
nell'alimentazione degli ovini, dato che l'insilato è stato identificato come il 
principale veicolo per la contaminazione del latte da spore di Clostridium spp. 
(Dasgupta e Hull 1989; Julien et al., 2008; Te Giffel et al., 2002; Vissers et al., 
2006, 2007). 
E’ doveroso comunque sottolineare come nella provincia di Grosseto, zona 
indagata nel presente studio, l’utilizzo di insilati per l'alimentazione degli ovini 
sia una pratica raramente effettuata. Le pecore vengono piuttosto alimentate al 
pascolo di prati prevalentemente annuali, con aggiunte di fieni di trifoglio ed 
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erba medica. Possono essere effettuate integrazioni con mangimi concentrati 
oppure con cereali in base al periodo dell'anno ed all'andamento stagionale. 
Gli sporadici lavori in merito alla contaminazione da spore clostridiche nel latte 
ovino, non hanno ad oggi permesso di stabilire quale sia l’effettiva soglia 
minima in spore/L di latte, per avere l'insorgenza del gonfiore tardivo nei 
formaggi. Pirisi et al. (2006) suggeriscono 103 spore/L, rifacendosi ai sistemi di 
pagamento del latte ovino attuati in Francia, nelle zone di Roquefort e dei 
Pirenei atlantici. C’è da sottolineare ,comunque, che Garde et al. (2011) a fronte 
di un numero medio di spore/L superiore a 103 (14500 spore/L), riportano una 
percentuale di incidenza annuale del difetto del gonfiore tardivo nel formaggio 
Manchego piuttosto bassa (0.28%). Questo, come spiegato dagli autori potrebbe 
essere dovuto all’utilizzo di lisozima nel Manchego, additivo efficace nel 
contrastare l’insorgenza del gonfiore tardivo. 
Per quanto il Pecorino Toscano DOP, non sono ancora stati effettuati studi di 
questo tipo, tuttavia si presume che si potrebbe riscontrare una percentuale di 
insorgenza del difetto di gonfiore tardivo anche più elevata rispetto a quella 
riportata da Garde et al. (2011), in quanto il Disciplinare di Produzione non 
ammette l'utilizzo di lisozima.  
Analizzando i dati ottenuti nel presente studio sulla base della soglia minima di 
contaminazione di 103 spore/L per l’insorgenza del gonfiore tardivo, suggerita 
da Pirisi et al. (2006), è possibile fare delle ulteriori considerazioni. 
In figura 32 è quindi possibile notare come la maggior parte dei campioni di 
latte analizzati (85.8%) presentasse un contenuto in spore/L maggiore di 103, 
con il 65.5% del totale dei campioni compreso nell'intervallo 1000-10000 
spore/L. 
La stagione con la maggiore percentuale di campioni sopra la soglia è risultata 
essere l'estate (98%), seguita da autunno (92.7%), primavera (83%) ed, infine, 
inverno (81%). 
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Fig. 32: percentuali stagionali e medie del numero di campioni suddivise in 4 
categorie spore/L, la linea rossa rappresenta la soglia di 103spore/L indicata da 
Pirisi et al. (2006). 
 
Andando ad analizzare in questa maniera anche i dati relativi ai vari camion 
cisterna (Fig. 33), si deduce come i campioni provenienti dal camion cisterna 4 
fossero quelli dal più basso contenuto in spore , in quanto solo il 73.95% di essi 
presentava un valore sopra la soglia di 103 spore/L, a fronte di percentuali 
nettamente più elevate per gli altri camion cisterna. Il camion cisterna 1 è 
risultato quello con la maggior percentuale di campioni sopra la soglia 
(92.17%); mentre i campioni del camion cisterna 2 e 3 hanno presentato 
rispettivamente il 90.84% e l'86.42% di campioni sopra la soglia di 103 spore/L. 
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Fig. 33: confronto tra le percentuali di campioni per ogni camion cisterna 
distribuiti nelle quattro categorie spore/L analizzate, la linea rossa rappresenta 
la soglia di 103spore/L utilizzata da Pirisi et al. (2006). 
 
Un altro aspetto che potrebbe essere considerato come rilevante è quello 
climatico, specialmente perché l’autunno 2014 è stato particolarmente piovoso e 
caldo, aspetto che potrebbe aver favorito la diffusione delle spore clostridiche 
nell’ambiente di stalla. 
Ad esempio, durante i mesi di novembre 2014 e febbraio 2015 ci sono state 
piogge ricorrenti. Specialmente nel mese di novembre, il valore di umidità 
medio è stato superiore al 90% (www. ilmeteo.it), con conseguente maggiore 
presenza di fango nell'ambiente. 
Il mese di luglio 2015, al contrario, è stato caratterizzato da poche piogge e da 
un valore di umidità medio basso (48%) (www.ilmeteo.it), che potrebbe aver 
portato ad un aumento delle polveri nell'ambiente e quindi ad una maggiore 
diffusione delle spore. 
I clostridi, infatti, sono microrganismi ubiquitari e la loro diffusione può 
avvenire attraverso il fango, ma anche attraverso la polvere, quindi sia periodi 
piovosi o al contrario molto asciutti, favoriscono il diffondere di questi germi.  
Arias et al. (2013) sottolineano come la presenza di polveri nell'ambiente porti 
ad un aumento del rischio di contaminazione da clostridi del latte di 2.54 volte. 
Infatti, attraverso la polvere, le spore dal terreno possono arrivare al latte 
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(Vissers et al., 2006), specialmente se le pratiche di mungitura non sono eseguite 
correttamente. 
Un altro importante fattore che potrebbe aver influenzato la diffusione delle 
spore clostridiche nel latte proveniente dalla provincia di Grosseto è il passaggio 
di molti allevamenti dallo stato brado a quello semi-brado. 
Da un'indagine svolta recentemente dal progetto Medwolf (2013), che ha 
studiato 140 aziende della provincia di Grosseto, risulta che la gestione 
prevalente del bestiame è di tipo semi-brado (76%), con la presenza di ricoveri 
notturni, impiegati dalla quasi totalità degli allevatori che praticano questa 
tipologia di gestione del bestiame (97%). 
La motivazione principale di questo cambiamento nella gestione degli 
allevamenti è attribuibile all'aumento della presenta nella zona del lupo 
appenninico (Canis lupus italicus). La dieta del lupo appenninico prevede 
principalmente ungulati di taglia media (cinghiali, caprioli e daini) ma, in 
assenza di questi, si nutre anche degli ovini portando a gravi perdite di capi negli 
allevamenti. 
Gli animali allevati allo stato semi-brado sono soggetti a sporcarsi le mammelle 
con deiezioni o fango; inoltre l’utilizzo di paddock di dimensioni inferiori 
rispetto a quelli utilizzati per gli allevamenti allo stato brado, e di strutture 
confinate, fa si che gli animali stazionino in ambienti dalla concentrazione in 
spore clostridiche maggiore. 
In merito ai dati ottenuti, relativamente al quantitativo di spore rilevato nel latte, 
è doveroso, tuttavia, richiamare i limiti della metodica MPN. Questa presenta il 
vantaggio di poter essere utilizzata per grandi numeri di campioni a costi 
contenuti (strumentazione limitata, competenze ridotte) ed è per questo che 
viene tutt’oggi utilizzata come metodica di routine. Tale metodica fornisce, 
però, risultati aspecifici e poco accurati, ha una limitata ripetibilità ed una scarsa 
riproducibilità, ed, inoltre, sono necessari tempi lunghi per conoscere i risultati 
(7 giorni). Per di più, i dati che si ottengono sono caratterizzati da una 
distribuzione non normale e quindi risultano difficilmente analizzabili secondo 
modelli statistici comuni. 
La metodica MPN , comunque, se utilizzata per una classificazione del latte sul 
lungo-medio periodo, può essere considerata adeguata; quando invece è 
utilizzata per valutare campioni “occasionali” non è sufficientemente affidabile. 
Le alternative attuali a questa metodica sono costituite da tecniche di 
microbiologia classica (terreni, prove biochimiche di tipizzazione) o da 
metodiche molecolari (PCR, real time PCR), che sono più specifiche e ripetibili, 
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ma non applicabili su grandi numeri e difficilmente utilizzabili in termini 
routinari in caseificio, in quanto complesse da eseguire e costose. 
Negli ultimi anni, sono stati applicate numerose metodiche di biologia 
molecolare per lo studio delle specie clostridiche coinvolte nel difetto del 
gonfiore tardivo dei formaggi.  
Molti dei protocolli di PCR sviluppati per l'identificazione dei clostridi butirrici 
(Klijn et al., 1994; Pecoraro et al., 1999) sono basati su reazioni di PCR specie-
specifica. Più recentemente, Cocolin et al. (2004) hanno sviluppato un 
protocollo di PCR-DGGE al fine di valutare il profilo microbiologico delle 
specie coinvolte nel gonfiore tardivo dei formaggi, mentre Le Bourhis et al. 
(2005) hanno utilizzato un protocollo di PCR-TGGE per valutare l' evoluzione 
di Clostridium spp. durante la maturazione dei formaggi con sospetto difetto di 
gonfiore tradivo. 
Per quanto riguarda il latte ovino ed i formaggi a latte ovino, Garde et al. (2011) 
e Arias et al. (2012) hanno identificato Clostridium spp. attraverso l'analisi 
Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA).  
Nel presente studio è stato applicato un protocollo di multiplex-PCR (Cremonesi 
et al., 2012), basato sull’amplificazione di una porzione del gene 16S rDNA, che 
consente l'identificazione simultanea di C. beijerinckii, C.butyricum, C. 
sporogenes e C. tyrobutyricum a partire dai campioni indagati (isolati 
provenienti dal contenuto di 77 tubi MPN positivi). Le specie butirriche target di 
questa multiplex PCR sono ritenute tra le più frequentemente responsabili 
dell'insorgenza del gonfiore tardivo nei formaggi (Pigato et al., 2012). 
Nel nostro studio, la specie butirrica più frequentemente rilevata è stata C. 
sporogenes (27/77 campioni), così come riscontrato da Cremonesi et al. (2012). 
Simili risultati sono stati ottenuti anche da Arias et al. (2012), che hanno 
osservato come C. sporogenes fosse la specie più diffusa nel latte ovino 
proveniente da pecore di razza Manchega, con percentuali di positività del 
93.86% degli isolati. 
Nonostante la multiplex-PCR messa a punto da Cremonesi et al. (2012) sia in 
grado di identificare le specie più spesso coinvolte nel difetto di gonfiore 
tardivo, il numero di campioni contenenti isolati risultati negativi a questo test è 
risultato essere piuttosto consistente (58%). 
Al di fuori del gruppo dei clostridi butirrici, un’altra specie appartenente al 
genere Clostridium che sembra essere molto diffusa nel latte crudo ed in grado 
di produrre gas è C. perfringens (Chaturvedi e Shukla, 2011; Feligini et al., 
2014). 
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Gli isolati risultati negativi alla multiplex PCR sono stati, quindi, sottoposti ad 
una simplex PCR specifica per C. perfringens. 
Mediante questa analisi è stata individuata la presenza di C. perfringens in 35/77 
campioni di latte crudo. 
In conclusione, C. perfringens è stato identificato nel 52% dei 64 campioni 
positivi alle PCR, C. sporogenes nel 38%, C. tyrobutyricum nel 7%, C. 
butyricum nel 2% e C. beijerinkii nell'1%. Inoltre, nell’11.11% dei 64 campioni 
risultati positivi alla PCR è stata riscontrata la presenza di due specie 
clostridiche. Le associazioni rilevate sono state C. tyrobutyricum/C. perfringens 
(n=1), C. perfringens/C. butyricum (n=1), C. sporogenes/C. perfringens (n=4), 
C. tyrobutyricum/C. sporogenes (n=1). 
Gomez-Torres et al. (2015) hanno studiato recentemente l’impatto di diverse 
specie clostridiche (inoculo 104 spore/mL) sulle caratteristiche organolettiche di 
formaggi a latte ovino stagionati per 60 giorni. C. tyrobutyricum CECT 4011 e 
INIA 68 sono risultati i ceppi che compromettevano maggiormente il formaggio, 
causando la comparsa del difetto in tempi rapidi e con sintomi gravi, quali 
alterazione del pH, del colore e accumulo di composti voltatili, quali acido 
butirrico, propionico, pentanoico e alcune aldeidi, alcoli ed esteri associati con 
odore rancido e pungente. I formaggi contaminati con C. beijerinckii INIA 63 e 
C. sporogenes INIA 71 hanno mostrato, invece, difetti più blandi, che sono 
comprasi dopo un periodo di tempo più lungo, ed erano caratterizzati da un 
profilo di composti volatili con livelli più elevati di 2-butanone, 2,3-butanedione 
e 2-butanolo, rispetto agli altri formaggi. Il formaggio inoculato con C. 
butyricum CECT 361 presentava un leggero rigonfiamento a fine stagionatura, 
tuttavia, ha mostrato caratteristiche fisico-chimiche ed un profilo di composti 
volatili simile a quelli del formaggio di controllo. 
E’ doveroso commentare in maniera dettagliata il dato ottenuto relativamente 
alla presenza di C. perfringens nel latte, in quanto questa specie è patogena. 
Bisogna innanzitutto sottolineare il fatto che la specie C. perfringens comprende 
5 differenti biotipi (da A a E), sulla base della capacità di produrre diverse 
tossine e quindi sarebbe necessario, al fine di verificare la pericolosità di un 
alimento contaminato, approfondire la ricerca per mettere in risalto non solo la 
presenza, ma anche il particolare biotipo patogeno coinvolto (Kaysner et al., 
1992). Specialmente il tipo A, in grado di produrre la clostridium perfringens 
enterotoxin (CPE) è spesso coinvolto in fenomeni di tossinfezioni alimentari 
nell’uomo. Le tossinfezioni da Clostridium perfringens si verificano a seguito 
dell'ingestione di un alimento (soprattutto prodotti carnei, conservati a 
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temperature non idonee) contenente un elevato numero di cellule vegetative del 
microorganismo (> 105 UFC/g). É comunque da tenere in considerazione che C. 
perfringens alfa tossigeno risulta essere il più diffuso nell'ambiente, mentre 
solamente il 5% è anche portatore del gene per l'enterotossina (Petit et al., 1999). 
In letteratura risultano sporadici i casi di isolamento di C. perfringens da latte e 
formaggi e di conseguenza anche pochi casi di tossinfezioni da C. perfringens 
correlati all'assunzione di questi prodotti. Questo potrebbe essere riconducibile 
al fatto che probabilmente C. perfringens non trova in questi alimenti le 
condizioni adatte per lo sviluppo e ciò non ne consente la replicazione sino a 
valori necessari ad avere una manifestazione patologica nell’uomo (105 UFC/g), 
ma anche al fatto che C. perfringens non è target di analisi di routine, in quanto 
ci si concentra sulla ricerca dei clostridi butirrici coinvolti nei casi di gonfiore 
tardivo; sebbene anche C. perfringens possa produrre acido butirrico dalla 
fermentazione di lattato (Pigato et al., 2012). 
La presente ricerca e quelle di altri autori (Feligni et al., 2014, Pigato et al, 
2012) hanno evidenziato che questo microrganismo è spesso presente nel latte 
crudo. 
In particolare, Feligini et al. (2014) hanno riportato un’incidenza di C. 
perfringens (forme sporigene e vegetative) del 98.7% nei campioni di latte crudo 
analizzati; Chaturvedi et al. (2015) del 35.48% (forme sporigene e vegetative) 
ed, infine, Pigato et al. (2012) del 25.6% (forme sporigene). 
Tuttavia, c’è da considerare che le analisi condotte nel presente lavoro, hanno 
riguardato solo le forme sporigene di C. perfringens ed inoltre non forniscono 
un dato quantitativo, ma solo qualitativo relativo alla presenza di spore nel latte 
crudo analizzato. Anche qualora il numero di spore fosse elevato, queste 
dovrebbero successivamente riuscire a vegetare per poter provocare 
tossinfezioni alimentari, evenienza che sembrerebbe improbabile. 
Per quanto riguarda invece la presenza di C. perfringens nei formaggi, come 
accennato in precedenza, questa non sembra essere rilevante. 
Tham et al. (1990) hanno rilevato la presenza di C. perfringens solo nel 4% dei 
formaggi analizzati, altri studi ne hanno addirittura sottolineato l’assenza negli 
stessi prodotti (Norberg et al., 1978). Uno studio, effettuato su formaggi a latte 
di capra (Seligman et al., 1973), ha riscontrato la presenza di C. perfringens in 
9/83 formaggi analizzati. Questi 9 formaggi erano caratterizzati da una quantità 
di cellule vegetative di C. perfringens compresa tra 101-102 ufc/g.  
Più recentemente Hassan e Afify (2007 ) analizzando 50 campioni di formaggio 
Karish, hanno segnalato la presenza di C. perfringens in 3 campioni (6%). 
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Anche Cahturvedi et al. (2015) hanno rilevato la presenza di C. perfringens solo 
nel 4% dei campioni di formaggio analizzati ed in questi la quantità di 
microrganismi era sempre inferiore a 102 UFC/g. 
Sebbene la rilevante presenza di C. perfringens nel latte ovino crudo, non sembri 
essere preoccupante dal punto di vista della sicurezza dei prodotti, questa può 
comunque causare una sovrastima del numero di spore di clostridi butirrici 
rilevato mediante la metodica MPN, poiché in grado di produrre una notevole 
quantità di gas. Pigato et al. (2012) hanno dimostrato come C. perfringens risulti 
in vitro la specie più gasogena, in quanto tutti i ceppi testati, dopo incubazione 
in RCM lattato, causavano l’innalzamento del tappo di paraffina sino al limite 
massimo della provetta già dopo 24-48. Clostridium tyrobutyricum impiegava 
invece circa un giorno di incubazione per iniziare la produzione di gas e con 
raggiungento del limite massimo della provetta dopo 3 giorni di incubazione. 
Clostridium sporogenes è risultato invece il meno gasogeno, in quanto 
impiegava in media circa 2 giorni di incubazione per iniziare la produzione di 
gas e per la maggior parte dei ceppi il tappo di paraffina non raggiungeva mai il 
limite massimo della provetta in 4 giorni di incubazione. 
In conclusione, questo studio ha permesso di evidenziare l’elevato numero di 
spore clostridiche presenti nel latte crudo ovino analizzato, tra queste è stata 
rilevata anche una specie diversa da quelle appartenenti al gruppo dei clostridi 
butirrici. Tale situazione potrebbe essere attribuibile ad una serie di fattori 
concomitanti legati sia ad aspetti di management a livello degli allevamenti 
(cambiamento nella stabulazione degli animali), che ad aspetti climatici 
(autunno ed inverno particolarmente miti).  
Di sicuro, vista la scarsità di dati presenti in bibliografia, in futuro risulterebbe 
interessante approfondire le conoscenze relative alla problematica della 
contaminazione clostridica nel latte ovino ed il conseguente difetto di gonfiore 
tardivo nei formaggi derivati, cercando, per quanto possibile, di correlare il 
numero di spore/L all’effettiva insorgenza del difetto.  
Inoltre, vista l’elevata diffusione rilevata nel latte ovino, sarebbe interessante 
capire il coinvolgimento di C. perfringens nel difetto di gonfiore tardivo. Anche 
qualora questo germe non fosse effettivamente in grado di proliferare nel 
formaggio, sarebbe utile la messa a punto di un terreno colturale da impiegare 
nella metodica MPN in grado di escluderne la crescita. Questo consentirebbe di 
ottenere un dato più accurato relativamente alla contaminazione da clostridi 
butirrici. 
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